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RESUMO 
 
A Proteína quinase C (PKC) está intimamente envolvida em processos 
celulares de armazenamento de informações, formação de memória, 
plasticidade sináptica e sobrevivência e manutenção neuronal. Tendo em 
vista os efeitos inibidores da PKC de algumas substâncias usadas no 
tratamento de alguns transtornos psiquiátricos e outras patologias, neste 
estudo, foram avaliados os efeitos farmacológicos e a segurança da 
administração crônica de inibidores da PKC, tamoxifeno (TMX), 
Hypericum perforatum (HP) e lítio (Li), sobre alterações comportamentais, 
parâmetros de danos oxidativos e níveis de fatores neurotróficos no cérebro 
de ratos Wistar. Os animais receberam TMX (1mg / kg), HP (5mg / kg), Li 
(47,5 mg / kg) e água (grupo controle) durante um período de 28 dias, via 
gavagem. Os animais foram então submetidos aos testes comportamentais: 
campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado forçado, reconhecimento de 
objetos e esquiva inibitória. Além disso, os níveis de NGF, BDNF e GDNF 
foram avaliados no hipocampo e córtex frontal de ratos. As substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a formação de proteínas 
carboniladas foram avaliadas no córtex frontal, hipocampo, núcleo 
accumbens e estriado. Não foram observadas diferenças significativas nos 
testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado e nado forçado, quando 
administrados os inibidores da PKC em ratos machos ou fêmeas. No teste 
de esquiva inibitória, o tratamento com HP induziu dano na aquisição de 
memória em ratos machos e fêmeas. A administração de TMX ou HP, mas 
não de Li, diminuíram o índice de reconhecimento de objeto em ratos 
machos e fêmeas, no teste de reconhecimento de objetos. A administração 
crônica de HP e TMX diminuiu, e o Li aumentou, os níveis de BDNF no 
hipocampo de ratos machos e fêmeas. TMX e HP diminuíram os níveis de 
NGF somente no hipocampo de fêmeas. O TMX protegeu o dano lipídico 
no núcleo accumbens e estriado, enquanto HP diminuiu os níveis de 
TBARS no hipocampo, núcleo accumbens e estriado em ratos fêmeas. No 
córtex frontal, o tratamento com TMX e HP induziu o dano a proteína, 
enquanto que apenas o HP diminuiu os níveis de proteínas carboniladas no 
estriado. O TMX reduziu o dano lipídico no núcleo accumbens e estriado, 
enquanto HP diminuiu os níveis de TBARS no hipocampo, núcleo 
accumbens e estriado em ratos fêmeas. No córtex frontal, o tratamento com 
TMX e HP diminuiu o dano protéico, enquanto que apenas o HP diminuiu 
os níveis de proteínas carboniladas no estriado. Os resultados do presente 
estudo sugerem que o tratamento a longo 
   
  
  
prazo com TMX ou HP pode conduzir a um déficit cognitivo significativo, 
pela diminuição dos níveis de fatores neurotróficos no cérebro de ratos 
machos e fêmeas quando comparado com o Li. Desta forma, sugere-se que 
a PKC está intimamente envolvida com a formação da memória. É 
importante ressaltar, que apesar do Li, TMX e HP, per se, mostrarem 
redução de dano oxidativo, o uso crônico de TMX e HP deve-se ter cautela 
quanto ao dano cognitivo. 
 
Palavras-chave: Proteína quinase C, tamoxifeno, hypericum perforatum, 
lítio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
  
ABSTRACT  
 
The Protein kinase C (PKC) is intimately involved in cellular processes 
information storage, memory formation, synaptic plasticity and neuronal 
survival and maintenance. In view of the PKC-inhibiting effects of some 
substances used in the treatment of some psychiatric disorders and other 
diseases, in this study, it was evaluated pharmacological effects and the 
safety of the chronic administration of Protein Kinase C (PKC) inhibitors, 
tamoxifen (TMX), Hypericum perforatum (HP) and lithium (Li), on 
behavioral changes, oxidative damage parameters neurotrophic factors 
levels in the brain of male and female Wistar rats. The animals received 
TMX (1mg/kg), HP (5mg/kg), Li (47,5 mg / kg) and water (control group), 
during 28 days, administered by gavage. The animals were then subjected 
to the behavioral tests: open-field, elevated plus-maze, forced swimming, 
novel object recognition, step-down inhibitory avoidance. In addition, the 
levels of NGF, BDNF and GDNF were evaluated in the hippocampus and 
frontal cortex of rats. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and 
protein carbonyl formation were measured in the frontal cortex, 
hippocampus, nucleus accumbens and striatum. No significant differences 
were observed in the open-field, elevated plus-maze and forced swimming 
tests, when administered the PKC inhibitors in male or female rats. In the 
inhibitory avoidance test, the treatment with HP induced impairment on the 
acquisition of memory in male and female rats. The administration of TMX 
or HP, but not Li, decreased the recognition index of male and female rats 
in the object recognition test. The chronic administration of TMX and HP 
decreased and Li increased the BDNF levels in hippocampus of male and 
female rats. TMX and HP decreased the NGF levels in the hippocampus of 
female rats. The TMX reduced lipid damage in the nucleus accumbens and 
striatum, while HP decreased levels of TBARS in the hippocampus, nucleus 
accumbens and striatum in female rats. In the frontal cortex, treatment with 
TMX and HP decreased protein damage, whereas only hypericin decreased 
levels of carbonylated proteins in the striatum. The result of this presented 
suggest that the treatment the longer-term with TMX or HP can lead to a 
cognitive deficit significant, for the diminution of level of neurotrophic 
factors in the brain of male and female rats when compared to Li. 
Therefore, seems that the PKC is intimately involved with memory 
formation. It is important highlight, that despite Li, TMX and HP per se, 
show reduce oxidative damage, the use chronic TMX and HP should be 
cautious about the cognitive damage. 
   
  
  
Keywords: Protein Kinase C, tamoxifen, hypericum perforatum, 
lithium. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 PROTEÍNA QUINASE C (PKC)  
A PKC, descoberta no final da década de setenta por Yasutomi Nishizuka 
(Inoue et al., 1977; Takai et al., 1977; Nishizuka, 2003), desempenha um 
papel fundamental em muitas funções biológicas, como apoptose, 
proliferação celular (Musashi et al., 2000), regulação da transcrição, 
respostas imunes, sinalização celular (Nishizuka, 1992) aprendizagem e 
memória (Nogues, 1997). Esta enzina pertence a uma superfamília de 
serina-treonina quinase (Azzi et al., 1992; Abrial et al., 2011), envolvida 
principalmente na fosforilação de proteínas alvo que controlam a ativação e 
a inibição de muitos processos celulares de forma direta ou indiretamente. 
Está também envolvida nos mecanismos de transdução do sinal da tirosina 
quinase e receptores acoplados à proteína G. Todas as PKCs consistem de 
domínios de regulação e catalítico N-terminal e C-terminal. A região 
catalítica é altamente homóloga entre diferentes isoformas. Entretanto, a 
região reguladora, que é responsável pelos requisitos de segundo 
mensageiro das isoenzimas, difere entre as PKCs (Toker, 1998; Ohno e  
Nishizuka, 2002; Abrial et al., 2011).  
A família da PKC é subdividida em três subfamílias, de acordo com suas 
estruturas e características bioquímicas, reguladas de forma diferente e 
classificadas como: convencional ou clássica, “nova” ou atípica, de acordo 
com a natureza dos seus domínios de regulação (Griner e  Kazanietz, 2007; 
Steinberg, 2008; Reyland, 2009; Newton, 2010; Rosse et al., 2010; Wu-
Zhang e  Newton, 2013) (Figura 1). 
As isoenzimas convencionais (cPKC: α, βI, βII e γ) possuem cada um 
conjunto domínios C1A e C1B que se ligam ao diacilglicerol (DAG) ou 
ésteres de forbol em membranas e um domínio C2, que também se liga à 
membrana na presença do cálcio (Ca2+). Isoenzimas novas (nPKC: δ, ε, θ e 
η) contém dois domínios em C1 que se ligam ao DAG ou ésteres de forbol, 
mas possuem um novo domínio C2, que não se liga de Ca2+ e não serve 
como um módulo de membrana-alvo; para compensar a falta de 
contribuição do domínio C2 no recrutamento da membrana, o domínio de 
novos C1B das isoenzimas tem 100 vezes mais elevada afinidade para o 
DAG em comparação com o domínio C1B das PKCs clássicas (Giorgione 
et al., 2006; Dries et al., 2007; Wu-Zhang e  Newton, 2013). Isoenzimas 
atípicas (aPKC: ξ, ι e λ) não respondem ao DAG ou Ca2+ em vez disso, elas 
possuem um único domínio C1 atípica que retém a capacidade de se ligar 
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fosfolipídios aniônicos e um domínio PB1 (pseudo-substrato e C1 atípica) 
que medeia as interações proteína a proteína (Mochly-Rosen e  Gordon, 
1998; Newton, 2001; Tobias et al., 2016) (Figura 1).  
Há também mais duas isoformas da PKC, μ e ί, que alguns autores 
consideram como uma quarta classe da proteína, e outros consideram como 
membros de outra família de proteínas quinases, a proteína quinase D 
(PKD) (Mochly-Rosen e  Gordon, 1998; Newton, 2001).  
 
Figura 1 - Estrutura dos domínios da família da PKC. A figura mostra o segmento 
de pseudosubstrato auto inibitória (verde oliva), domínio C1 (laranja), domínio C2 
(amarelo), núcleo quinase (azul piscina) e cauda C-terminal (azul escuro); loop de 
ativação (rosa), região de giro (laranja) e região hidrofóbica (verde). A figura 
mostra também os ligantes, que se ligam a cada subfamília, de acordo com as suas 
afinidades. Também são mostradas as estruturas cristalinas  C1B, C2  e  domínios 
cinases (Adaptado de Wu-Zhang e Newton, 2013).  
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A grande maioria das isoenzimas da PKC é altamente expressa em regiões 
do cérebro envolvidas na regulação do humor, hipocampo e córtex frontal, 
dentro dos neurônios e células gliais. Particularmente, a isoforma ε é 
predominantemente expressa no cérebro em comparação com os outros 
tecidos (Van der Zee e  Douma, 1997; Petit et al., 2005; Goichberg et al., 
2006). As isoformas diferem em sua estrutura, localização subcelular, 
especificidade do tecido, modo de ativação e especificidade do substrato 
(Machado-Vieira et al., 2011). Porém, o entendimento do papel das 
isoformas da PKC é limitado devido a alta homologia entre os subtipos da 
proteína e a falta de ativadores e inibidores que agem especificamente sobre 
cada isoenzima (Wilkinson e  Hallam, 1994). 
Até agora, nenhum dos moduladores da PKC identificados apresentam 
seletividade para uma isoenzima particular. Outra geração de moduladores 
mais seletivos da PKC, portanto, seria muito útil na definição do papel de 
cada isoforma da PKC (Abrial et al., 2011).  
Dentre os sistemas de neurotransmissão modulados por essa proteína, está 
amplamente descrito na literatura a importância da PKC sobre a sinalização 
dopaminérgica, modulando os processos de internalização, transporte e 
reciclagem desse neurotransmissor (Melikian, 2004; Nissen-Meyer e  
Chaudhry, 2013). A PKC age, principalmente, inibindo a atividade e 
expressão dos receptores de dopamina, consequentemente, aumentando sua 
atividade na fenda sináptica (Robinson, 2002).  
Os mecanismos que conduzem a ativação das isoformas da PKC 
convencionais tem sido extensivamente estudados e são esquematizados na 
Figura 2 (Abrial et al., 2011). 
  
 
44 
 
Figura 2 - Ativação das isoformas da PKC convencional. Primeiramente ocorre a 
interação de um ligante agonista do receptor acoplado a proteína G que ativa uma 
proteína Gq. A proteína Gq ativa a fosfolipase C (PLC), que por sua vez cliva o 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em DAG e inositol-1,4,5- trifosfato (IP3). IP3 
interage com os canais de Ca2+ no retículo endoplasmático, para liberar Ca2+ das 
reservas intracelulares para o citoplasma. Aumento de Ca2+ intracelular em seguida, 
facilita a translocação da PKC para a membrana celular, onde é ativada pela DAG. 
A reciclagem de IP3 é levada a cabo através do ciclo do fosfatidilinositol, em que 
duas enzimas, inositol polifosfato-1-fosfatase (IPPase) e inositol  monofosfatase  
(IMPase), desempenham um papel fundamental. DAG é convertido em PIP2 através 
de uma série de passos metabólicos que envolve a ação de uma enzima chamada 
DAG quinase (DGK). Retículo endoplasmático (RE) (Adaptado de Abrial et al., 
2011). 
 
Após a estimulação de receptores que aumentam Ca2+ intracelular e DAG, 
a PKC é recrutada para a  membrana celular e é submetida as alterações 
conformacionais, que permitem a ligação do substrato e fosforilação (Abrial 
et al., 2011). Através de sua fosforilação, a PKC é capaz de modular uma 
multiplicidade de funções neuronais, como os processos de curto (liberação 
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de neurotransmissores), médio (regulação de receptores), e de longo prazo 
(a proliferação celular, a remodelação sináptica e expressão gênica) (Dai et 
al., 2009). 
Assim, a PKC está em um cruzamento de vias de transdução de sinal de 
uma grande variedade de neurotransmissores e fatores de crescimento, que 
estão provavelmente implicados nos transtornos e  doenças mentais. 
 
 
1.2 PKC E TRANSTORNOS E DOENÇAS MENTAIS 
 
Grande parte do interesse na PKC começou com a descoberta de que os 
membros desta família de isoenzimas são ativados em muitas doenças e 
transtornos mentais como evidenciado nos estudos em tecidos humanos e 
modelos animais (Mochly-Rosen et al., 2012). Neste contexto, a PKC é 
amplamente reconhecida como alvo terapêutico para o câncer,  a 
erradicação do vírus da imunodeficiência humana (HIV), diabetes, 
cardiopatia isquêmica, insuficiência cardíaca, doença de Parkinson (DP), 
doença de Alzheimer (DA), psoríase, acidente vascular cerebral, 
complicações de pulmão e rim, algumas doenças autoimunes, transtornos 
depressivos e transtorno bipolar (TB) (Irie et al., 2005; Battaini e  Mochly-
Rosen, 2007; DeChristopher et al., 2012; Irie et al., 2012; Das e  Rahman, 
2014; Loy et al., 2015).  
Entretanto, nos últimos anos, pesquisas tem investigado cada vez mais o 
papel das cascatas de sinalização intracelular na fisiopatologia e no 
tratamento do TB (Manji e  Lenox, 2000; Bezchlibnyk e  Young, 2002; 
Coyle e  Duman, 2003; Einat et al., 2007) e a via da PKC é uma das 
cascatas de sinalização que tem recebido um interesse considerável no TB, 
pois os estudos clínicos e pré-clínicos mostram que o tratamento 
farmacológico restabelece a atividade da PKC e melhora os sintomas 
clínicos (Manji e  Lenox, 1999; Einat e  Manji, 2006; Zarate e  Manji, 2009; 
Andreazza et al., 2010; Yildiz et al., 2011). Os mecanismos intracelulares e 
intercelulares relacionados a fisiopatologia do TB incluem alterações em 
sistemas de neurotransmissão, segundos mensageiros, vias que envolvem a 
transdução de sinal e regulação da expressão gênica (Machado-Vieira et al., 
2010).   
Estudos conduzidos em tecidos post-mortem indicaram que indivíduos 
portadores do TB possuem alterações na atividade das proteínas G no 
córtex frontal, temporal e parietal (Young et al., 1991; Mathews et al., 
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1997). A importância destes achados iniciais se dá pelo fato de que a 
ativação das proteínas G desencadeiam uma cascata de transmissão da 
informação (sinalização) intracelular, por meio de segundos mensageiros, 
proteínas quinases, como a PKC, e outros efetores (Gould e  Manji, 2002; 
Kapczinski et al., 2004). Sabe-se que a via do PIP2 ativa a PKC que 
estimula a liberação de Ca2+  no RE (Gould et al., 2004; Hoertel et al., 
2013).  
Muitas evidências suportam o papel da via de sinalização da PKC no TB 
(Mochly-Rosen et al., 2012), as quais incluem: 1) sintomas tipo-mania 
induzidos por anfetamina em roedores são correlacionados com a ativação 
da PKC no cérebro (Einat, 2007). É conhecido que os psicoestimulantes são 
capazes de desencadear episódios maníacos em indivíduos suscetíveis e 
induzir comportamentos maníacos e a hiperatividade em roedores, assim as 
drogas psicoestimulantes são conhecidas por ativar PKC (Einat, 2007; 
Boudanova et al., 2008; Moretti et al., 2011); 2) tanto o lítio (Li) como o 
valproato, dois fármacos eficazes no tratamento do TB, diminuem 
indiretamente a atividade de ambos PKCα e PKCε, in vitro e in vivo (Manji 
e  Lenox, 1999; Hahn et al., 2005; Zarate et al., 2007; Chen et al., 2009); 3) 
estudos pós-mortem revelam um aumento significativo da atividade da PKC 
no córtex frontal de pacientes com TB (Wang e  Friedman, 1996; Yildiz et 
al., 2016). Esse achado também foi demonstrado em estudos com plaquetas 
(Friedman et al., 1993; Wang et al., 1999). A inibição farmacológica da 
PKC resulta em muitas alterações comportamentais semelhantes as 
induzidas pelos estabilizadores do humor. Estes incluem uma atenuação da 
hiperatividade, comportamentos de risco e também condução hedônica 
(Soares et al., 2000). 
Neste sentido, é importante compreender que o tratamento do TB se 
concentra convencionalmente na estabilização aguda, em que o objetivo é 
trazer um paciente com mania ou d 
epressão a uma recuperação sintomática com humor eutímico (estável), e 
na manutenção, em que os objetivos são a prevenção da recaída, redução 
dos sintomas subliminares e melhora do funcionamento social e 
ocupacional. O tratamento de ambas as fases do transtorno pode ser 
complexo, porque os mesmos tratamentos que aliviam a depressão podem 
causar mania, hipomania, ou ciclagem rápida (definida como quatro ou 
mais episódios em 12 meses), e os tratamentos que reduzem a mania podem 
causar episódios depressivos rebote (Kessing e  Andersen, 1999; Price e  
Marzani-Nissen, 2012).  
Também têm sido encontradas alterações da via de sinalização da PKC 
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em vários modelos animais de depressão (Powell et al., 1994; Hrabetova e  
Sacktor, 1996; Hernandez et al., 2003; Oster et al., 2004; Cunha et al., 
2014), a administração crônica de antidepressivos diminuiu a atividade da 
PKC no córtex frontal e hipocampo de ratos e, geralmente, após o estresse 
(Mann et al., 1995). No estudo de Palumbo et al. (2009) foi mostrado que 
camundongos C57BL1/6, expostos ao estresse crônico leve, apresentam 
diminuição da atividade da PKC no hipocampo. Da mesma forma, foi 
demonstrado que a atividade da PKC foi significativamente diminuída no 
córtex frontal e no hipocampo de adolescentes vítimas de suicídio (Pandey 
et al., 2004; Pandey et al., 2008), com diagnóstico de depressão. No 
entanto, nos estudos que mostram o papel da PKC com pacientes com 
depressão apresentam resultados bastante divergentes. Shelton et al. (2009), 
mostraram que em cérebro post mortem de indivíduos que apresentavam 
depressão, a PKC não estava alterada, enquanto outro estudo do mesmo 
grupo (Shelton et al., 2009) mostrou que em cérebro post mortem de 
pacientes depressivos houve uma redução na atividade da PKC. Além disso, 
a fosforilação da PKC na GluN1S896, o qual faz parte do receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA), foi aumentada no córtex frontal de animais tratados 
com imipramina (Szabo et al., 2009), sugerindo que a PKC tem um 
importante papel na regulação das funções do receptor NMDA.  
Importante ressaltar que, as alterações no sistema glutamatérgico têm sido 
asociadas a depressão. Um estudo de revisão publicado por Sanacora et al. 
(2008)  mostrou que o receptor NMDA está alterado no córtex frontal, 
temporal superior, cingulado posterior, pré-frontal dorsolateral e no 
hipocampo, e o receptor Ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazol-
propiônico (AMPA), também um receptor glutamatérgico, está alterado no 
córtex frontal dorsolateral, tálamo, estriado e no hipocampo em indivíduos 
com depressão (Réus, 2011).  
Até agora, apesar de terem sido alcançadas melhorias significativas no 
perfil de segurança da farmacoterapia para diversas doenças e transtornos 
mentais, ainda há uma série de dimensões críticas para as quais são 
necessárias melhorias na eficácia dos fármacos (Zarate et al., 2006). A 
inibição da PKC foi recentemente sugerida como uma nova abordagem para 
o desenvolvimento de fármacos, principalmente os estabilizadores do 
humor. Existem muitos inibidores da PKC, entre eles encontra-se o 
valproato, Li, Tamoxifeno (TMX) e Hypericum Perforatum (HP). Dentre 
eles, Li, TMX e HP serão foco do presente estudo. 
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1.2 INIBIDORES DA PKC 
 
1.3.1 Lítio (Li) 
O Li foi introduzido e testado por Cade (1949) para o tratamento do TB, 
em seguida foi testado para a DP e DA. Desde então, passaram-se 68 anos, 
e permanece até hoje como o fármaco mais eficaz e é considerado padrão 
ouro para o tratamento do TB (Geddes et al., 2010; Rybakowski, 2011; 
Yatham et al., 2013). A eficácia na estabilização do humor a longo prazo 
foi apoiada por uma gama de evidências empíricas e experiências clínicas 
(Quiroz et al., 2010; Malhi et al., 2013). Este fármaco apresenta diversos 
efeitos terapêuticos nos episódios agudos de mania e depressão, prevenção 
de novos episódios, potencializador da depressão unipolar refratária, 
redução do risco de suicídio e comportamentos suicidas, propriedades 
neuroprotetoras e neurotróficas (Machado-Vieira et al., 2009; Jope, 2011), 
as quais melhoram os prejuízos associados à plasticidade e resiliência 
celular, as quais estão prejudicadas no TB (Zarate et al., 2006; Bachmann et 
al., 2009; Schloesser et al., 2012). No entanto, o mecanismo de ação é 
complexo, influenciando múltiplas vias de sinalização (Machado-Vieira et 
al., 2009; 2014).  
Estudos ressaltam, que a PKC é um dos principais alvos bioquímicos do 
Li, e têm sugerido que a ação de estabilizadores do humor, pode ser o ponto 
de partida para os seus efeitos antimaníacos. O Li atenua a função da PKC 
na modulação da mania, enquanto outros fármacos pró-maníacos ativam 
essa proteína, sugerindo que a modulação da PKC tem papel central no 
tratamento de episódios maníacos (Machado-Vieira et al., 2009; Jope, 
2011). O tratamento repetido com anfetamina (AMPH) não só aumentou a 
atividade locomotora, como também aumentou comportamentos de risco 
em ratos. Além disso, o tratamento com Li inibiu o comportamento de risco 
(Valvassori et al., 2010; Moretti et al., 2011; Cechinel-Recco et al., 2012; 
Steckert et al., 2013; Zhou et al., 2015). Os efeitos do Li na atividade da 
PKC parecem ser bifásicos, uma vez que o tratamento agudo facilita 
eventos intracelulares mediados pela PKC, enquanto tratamento a longo 
prazo diminui sua atividade (Manji et al., 1993).  
O Li, pode agir também potencializando o efeito de antidepressivos, pois 
causa aumento da liberação de serotonina (5-HT) tanto basal quanto 
induzida por estímulos (Jope, 1999; Manji e  Lenox, 1999; Lenox e  Hahn, 
2000; Brunello e  Tascedda, 2003; Brunello, 2004). A administração 
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crônica do Li pode resultar em atividade reduzida das isoformas da PKCα e 
ε no córtex frontal e hipocampo (Manji et al., 1993; Li e  Jope, 1995; Manji 
et al., 1996; Zarate e  Manji, 2009). A isoenzima alvo tem grande 
importância, pois pode levar a efeitos terapêuticos mais específicos e 
possivelmente minimizar a ocorrência de eventos adversos desnecessários 
(DiazGranados e  Zarate, 2008).  
 
Diversos estudos consideram como relevante para eficácia terapêutica do 
Li, a inibição do inositol-monofosfatase 1 e 2 (IMPA1 e IMPA2) e a 
interferência na via do fosfatidilinositol, levando a redução das 
concentrações cerebrais de inositol (Wang et al., 1999; Williams et al., 
2002; Hahn et al., 2005). A inibição das IMPA1 e IMPA2 e Polifosfatases 
(INPP1), leva à depleção de mio-inositol, o que leva a uma cascata de 
eventos, induzindo ativação da PKC, que culminaria na ativação de fatores 
indutores ou supressores da transcrição gênica (Manji e  Lenox, 1999). O 
ciclo do fosfatidilinositol é responsável pelas vias de transmissão 
adrenérgicas, serotoninérgicas e colinérgicas. Faz-se importante ressaltar 
que a ação específica é fundamental quando há um estímulo excessivo de 
neurotransmissores nos receptores celulares do córtex cerebral, hipocampo 
e núcleo estriado (Casebolt e  Jope, 1989), além do hipotálamo e núcleo 
caudado (Allison e  Blisner, 1976).
 
Inibir o ciclo do fosfatidilinositol nessas 
regiões de hiperatividade dos receptores resulta, portanto, em melhor 
modulação das vias de transmissão, o que significa maior equilíbrio dos 
efeitos dos neurotransmissores envolvidos (Wang e  Friedman, 1996; 
Quiroz et al., 2010). 
 Outro mecanismo de ação do Li trata-se de um importante substrato para 
a atividade da PKC, a proteína substrato da quinase C rica em alanina 
miristolada (MARCKS) que é uma proteína-chave que tem a função de 
regular a liberação de neurotransmissores na fenda sináptica e coordenar a 
distribuição de microtúbulos no interior das células influenciando a 
neuroplasticidade (Sela, 2004; Hahn et al., 2005). A redução da 
concentração intracelular da MARCKS ocorre na presença de Li, por meio 
da ativação da PKC. De acordo com diversos estudos, a administração 
crônica do Li também diminuiu a fosforilação de vários substratos da PKC, 
tais como MARCKS, citado anteriormente, neurogranina, NMDA e 
receptores AMPA no hipocampo e córtex de roedor (Lenox et al., 1992; 
Jensen e  Mork, 1997; Szabo et al., 2009; Quiroz et al., 2010). Todos estes 
dados sugerem que a PKC pode estar envolvida no efeito terapêutico do Li 
(Quiroz et al., 2010). 
No estudo de Hashimoto et al. (2002),  o Li aumentou os níveis de fator 
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neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) após 5 dias de tratamento em 
roedores, o que é muito semelhante ao tempo que o Li leva para ter um 
efeito em pacientes (6-10 dias), implicando fortemente o BDNF nos efeitos 
neuroprotetores do Li. A neuroproteção (que envolve diretamente efeitos 
neurotróficos) é uma estratégia terapêutica destinada a retardar ou 
interromper a progressão da perda neuronal, produzindo assim benefícios a 
longo prazo, influenciando favoravelmente o resultado e impedindo o 
aparecimento dos transtornos ou o declínio clínico (Machado-Vieira et al., 
2009; Zhou et al., 2014; Emamghoreishi et al., 2015; Manosso et al., 2015). 
Outra ação neuroprotetora do Li, é através da inibição da enzima glicogênio 
sintase quinase-3β (GSK-3), que é responsável pela regulação de processos 
neuronais, incluindo a apoptose e a remodelagem do citoesqueleto. A 
inibição da GSK-3 pode contribuir para a proliferação e os efeitos anti-
apoptóticos do Li, que aumentam substancialmente a expressão da Bcl-2, 
uma importante proteína reguladora e citoprotetora conhecida como 
proteína 2 dos linfócitos ou células B no sistema nervoso central (SNC), 
tanto em córtex de rato quanto em células humanas de origem neuronal 
(Luca et al., 2016).  
Embora o Li seja o padrão-ouro no tratamento do TB, um grande número 
de pacientes não respondem adequadamente ou não toleram o tratamento, 
devido aos elevados efeitos colaterais, como tremor das mãos, polidipsia, 
poliúria e uma diminuição da função da tireoide. Em doses elevadas, o Li 
produz insuficiência renal, convulsões e pode também causar coma (Schou, 
1976; Greil, 1981; Oruch et al., 2014). Desta forma ocorre um grande 
número de remissões do tratamento, tornando necessário associar Li com 
outras fármacos na esperança de reduzir os efeitos colaterais dos pacientes e 
aumentar o potencial terapêutico deste fármaco (Hogan e  Freeman, 2016).  
 
1.3.2 Tamoxifeno (TMX) 
O TMX é um fármaco sintético pertencente a classe das substâncias 
moduladoras seletivas de receptores de estrogênio (Selective Estrogen 
Receptors Modulators - SERMs), ou seja, pode funcionar como agonista em 
alguns tecidos, como por exemplo, o tecido mamário, e antagonista em 
outros, como os tecidos cardíaco, endometrial e ósseo (Riggins et al., 2007). 
Classificado como o principal hormônio sexual feminino, o estrogênio está 
envolvido no crescimento dos órgãos sexuais femininos, na distribuição da 
gordura corporal e na regulação de vários comportamentos. No SNC, o 
estrogênio melhora a cognição e a memória, ao mesmo tempo que oferece 
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proteção contra vários insultos neurotóxicos (Engler-Chiurazzi et al., 2016). 
O TMX é amplamente usado no tratamento de câncer de mama em 
estágios iniciais e na prevenção da recorrência de tumores malignos nos 
tecidos mamários. Além disso, é um potente inibidor da atividade da PKC 
em concentrações elevadas (Horgan et al., 1986; O'Brian et al., 1988; Gould 
e  Manji, 2002) agindo diretamente sobre a PKCα, PKCβI, PKCη, PKCδ e 
PKCζ. Entretanto, estudos mostram que as contribuições dos efeitos 
antiestrogênicos para as propriedades antimaníacas de TMX parecem ser 
mínimas em comparação com a inibição da PKC (Armani et al., 2014). 
Pode ser administrado perifericamente e é o único inibidor da PKC 
aprovado para uso em humanos (Baltuch et al., 1993; Zarate e  Manji, 
2009). Contudo, sua utilidade clínica precisa ser mais explorada, pois pode 
ter importantes efeitos se usado a longo prazo. O TMX é geralmente 
tomado por cinco anos, seguido por uma terapêutica diferente, dependendo 
da condição do paciente. Resultados recentes do estudo adjuvante sobre o 
TMX Longer Against Shorter (ATLAS), concluíram que dez anos de 
tratamento adjuvante com TMX reduzem a mortalidade em mais de cinco 
anos (Davies et al., 2013). Como tal, é importante considerar os efeitos a 
longo prazo do TMX sobre as funções do SNC. Porém, o uso prolongado 
de TMX no tratamento de transtornos de humor é controverso. A PKC 
desempenha um papel importante na regulação da plasticidade sináptica, da 
potencialização de longa duração (LTP) e da depressão a longo prazo 
(LTD), regulando assim o humor, o aprendizado e a memória (Liu et al., 
2014). Além disso, deve ser ressaltado, como citado anteriormente que, a 
sinalização de estrogênio tem um papel importante nas regiões cerebrais 
envolvidas na regulação emocional e cognitiva (Brinton et al., 2008; 
Wharton et al., 2012). Uma vez que os pacientes com TB necessitam de um 
tratamento farmacológico contínuo ao longo de toda a sua vida, os possíveis 
efeitos de bloqueio da PKC e de inibição de estrogênio proporcionados pelo 
TMX podem levar a efeitos colaterais negativos em alguns pacientes 
(Zarate e  Manji, 2009; Armani et al., 2014). 
No entanto, vários estudos pré-clínicos têm apoiado o potencial do TMX 
no tratamento de episódios agudos de TB (Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 
2008; Armani et al., 2014). Ensaios clínicos preliminares relataram os 
efeitos antimaníacos deste fármaco  (Bebchuk et al., 2000; Kulkarni et al., 
2006). É importante notar que todas as observações clínicas relacionadas 
aos efeitos antimaníacos do TMX estão no tratamento de episódios agudos 
(3 à 6 semanas de tratamento) e nenhum estudo ainda avaliou os efeitos 
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deste fármaco a longo prazo (Bebchuk et al., 2000; Kulkarni et al., 2006; 
Yildiz et al., 2008; Amrollahi et al., 2011; Yildiz et al., 2016).  
A administração do TMX, preveniu e reverteu a hiperatividade e o 
comportamento de risco, além de proteger o cérebro contra o aumento dos 
níveis da PKC, em ratos submetidos a um modelo de mania induzido por d-
anfetamina (d-AMPH) e reduziu sintomas maníacos em pacientes bipolares, 
sugerindo sua eficácia no tratamento da mania (Einat, 2007; Zarate et al., 
2007; Yildiz et al., 2008; Zarate e  Manji, 2009; Cechinel-Recco et al., 
2012). No estudo de Cechinel-Recco et al. (2012), ocorreu um aumento dos 
níveis do fator de crescimento neural (NGF) e BDNF após a administração 
de TMX, mostrando uma proteção ao cérebro dos animais contra a 
diminuição desses fatores, causados pelo tratamento com d-AMPH, além de 
favorecer a plasticidade neuronal.  
Em um estudo duplo-cego realizado pelo Instituto de Saúde Mental 
Americano (U.S. National Institute of Mental Health – NIMH) foi 
verificado que os pacientes bipolares que receberam TMX apresentaram 
uma diminuição nos sintomas maníacos em relação ao grupo que recebeu 
placebo (Zarate et al., 2007). Corroborando estes achados, Bebchuk et al. 
(2000) observaram que os pacientes que receberam TMX apresentaram uma 
melhora significativa dos sintomas maníacos, demonstrada pela redução na 
pontuação da escala de mania de Young  (Young Mania Ratting Scale – 
YMRS), em comparação ao grupo controle. Estes estudos reforçam a 
hipótese de envolvimento da PKC na fisiopatologia e tratamento do TB. 
Um dos pontos fortes do TMX é que, em comparação ao Li, provoca 
relativamente poucos efeitos colaterais. Portanto, o TMX é bastante 
tolerado, mesmo em doses altas (até 200 mg/dia), e os seus efeitos 
secundários são náuseas, ondas de calor e cansaço (Tang et al., 2006). 
Até o momento, não há estudos evidenciando o efeito do tratamento 
crônico deste fármaco na memória, ansiedade e depressão em animais, 
portanto o presente estudo irá avaliar o efeito crônico do TMX per se. 
 
1.3.3 Hypericum Perforatum (HP) 
HP, popularmente chamada de erva de São João (ESJ), é uma planta 
herbácea tradicionalmente conhecida por suas propriedades medicinais 
incluindo a cicatrização de feridas, efeitos diurético,  antibióticos e 
antivirais (Kitanov, 2001). É uma das plantas medicinais mais estudadas em 
todo o mundo e contém um variedade de constituintes químicos com 
propriedades farmacológicas confirmadas, como os flavonóides, ácidos 
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fenólicos, taninos, hipericinas (iso, proto e pseudo hipericinas) e 
hiperforinas que são farmacologicamente ativos (Curtis e  Lersten, 1990; 
Briskin et al., 2000; Perloff et al., 2001; Hennessy et al., 2002; Schwob et 
al., 2002; Jackson et al., 2014). O extrato da ESJ (HP, hiperforina pura e 
hipericina) mostrou consistentes propriedades antidepressivas em modelos 
comportamentais em roedores e humanos (Butterweck et al., 1997; Ozturk, 
1997; Chatterjee et al., 1998; Gambarana et al., 1999; Gobbi et al., 1999; 
Panocka et al., 2000; Gobbi e  Mennini, 2001; Mennini e  Gobbi, 2004; 
Galeotti et al., 2014) 
Em estudos realizados por Behnke et al. (2002), a atividade do extrato de 
HP foi comparada a fluoxetina em pacientes com depressão. Não ocorreu 
diferença significativa na resposta aos tratamentos. Em um estudo 
semelhante desenvolvido por van Gurp et al. (2002), o extrato do HP nas 
doses de 900 a 1.800 mg/dia foi comparado a sertralina nas doses de 50 a 
100 mg/dia, em pacientes com depressão. Neste estudo também não foram 
observadas diferenças estatísticas nas taxas de resposta terapêutica. Porém 
em ambos os estudos as respostas terapêuticas foram equivalentes aos 
fármacos fluoxetina e sertralina e é, portanto, uma alternativa aos 
antidepressivos sintéticos, sendo que foi melhor tolerada pelos pacientes. 
Outros estudos corroboram esse achado, uma vez que os extratos 
hidroalcoólicos de HP parecem ter efeitos colaterais menores que os 
antidepressivos convencionais no tratamento da depressão leve a moderada 
(Francis, 2005; Kasper et al., 2010; Chen et al., 2011) e pode ser uma 
alternativa para clínica. 
Alguns estudos demonstram que os mecanismos antidepressivos do HP 
ocorrem através da inibição da recaptação da serotonina (Apaydin et al., 
2016). O HP também tem um efeito sobre vários sistemas de 
neurotransmissores através da regulação dos níveis de serotonina, 
noradrenalina e dopamina no cérebro (Calapai et al., 2001; Bano et al., 
2014). Além disso, esta erva medicinal provoca a redução da atividade dos 
receptores D2 e aumento da atividade dos receptores 5-HT2A e dos 
receptores para benzodiazepínicos (BDZ), GABAérgicos (Muller et al., 
1997). O HP também pode atuar aumentando os níveis de Ca2+ intracelular 
em neurônios pré-sinápticos vagais aferentes, o que por sua vez leva a uma 
liberação maior de neurotransmissores (Vance et al., 2014). Estudos 
também relataram que o HP pode atuar como um inibidor da PKC 
(Takahashi et al., 1989; Di Carlo et al., 2001; Kubin et al., 2005; Galeotti et 
al., 2014), competitivamente ligando ao domínio de regulação da PKC  
(Kocanova et al., 2006). Há uma quantidade considerável de dados na 
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literatura que demonstram que o HP exerce efeitos neuroprotetores no 
cérebro de maneiras distintas (Kraus et al., 2010; Gomez del Rio et al., 
2013)  
O HP reduz a formação de óxido nítrico (NO), um mediador pró-
inflamatório, ao diminuir a expressão do RNAm da NO sintase induzível 
(Kraus et al., 2010). Adicionalmente, os efeitos neuroprotetores de HP 
foram avaliados num modelo animal de DP induzida por rotenona. O HP foi 
capaz de reduzir os danos neuronais e a morte celular dopaminérgica e 
causou a inibição da cascata apoptótica ao diminuir os níveis de Bax no 
cérebro, uma proteína pró-apoptótica (Gomez del Rio et al., 2013). Além 
disso, alguns estudos demonstraram os efeitos do HP contra o dano 
cognitivo em vários modelos diferentes de estresse crônico e DA 
(Trofimiuk et al., 2005; Trofimiuk et al., 2006; Trofimiuk e  Braszko, 2008; 
Trofimiuk et al., 2010; Trofimiuk et al., 2011; Hofrichter et al., 2013). Em 
estudo desenvolvido por Crupi et al. (2011) a administração crônica de HP 
reverteu o efeito ansiogênico induzido pela corticosterona em animais. 
Portanto, pode-se sugerir que a administração de HP reverte os efeitos 
negativos do estresse que afetam a maturação de neurônios do hipocampo. 
Estudos realizados por Zou et al. (2004) demostraram que testes in vitro 
com o extrato de HP revelaram também forte atividade antioxidante. O 
extrato atuou como um agente doador de hidrogênio e redutor do ferro (III) 
a ferro (II). Além disso, o extrato agiu efetivamente como sequestrador dos 
radicais ânions superóxido e inibidor da degradação da desoxirribose. 
Hunt et al. (2001) observaram a atividade antioxidante do extrato de HP 
(5mg/kg) contra o ânion superóxido por meio do efeito de neutralização dos 
radicais livres. Em outro estudo, Mohanasundari et al. (2006) concluíram 
que o extrato de HP na dose de 300 mg/Kg administrado em animais 
melhora a eficácia da atividade antioxidante das enzimas superóxido 
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). 
De acordo com uma vasta revisão da literatura, não há estudos 
demonstrando  o efeito do tratamento crônico do HP na memória, ansiedade 
e depressão em animais, portanto o presente estudo tem como um dos 
objetivos avaliar o efeito crônico da HP per se. 
 
1.4 PKC E COGNIÇÃO 
A PKC é uma das quinases que controlam a cognição e desempenha um 
papel essencial na aquisição e manutenção da memória. Está envolvida em 
processos celulares de armazenamento de informações (Nishizuka, 2003) e 
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processos importantes para a formação e consolidação da memória (Atkins 
et al., 1998; Wallenstein et al., 2002; Ahi et al., 2004; Nelson et al., 2008). 
Tem uma função bem estabelecida nos processos de memória em modelos 
animais (Burchuladze et al., 1990; Zhao et al., 1994; Nogues, 1997; Sun et 
al., 2009; Mochly-Rosen et al., 2012). Estudos mostram que a atividade 
hipocampal da PKC aumenta imediatamente depois do treino na tarefa de 
esquiva inibitória, alcança um pico 30 minutos mais tarde e retorna aos 
níveis normais durante os próximos 120 minutos depois do treino 
(Bernabeu et al., 1995; Cammarota et al., 1997). Além disso, o aprendizado 
em uma tarefa para avaliar a memória espacial aumenta os níveis da PKC 
ligados a membrana (forma ativa), no hipocampo de ratos (Nogues et al., 
1994; Golski et al., 1995), e a atividade da enzima está reduzida em 
camundongos com baixo aprendizado (Wehner et al., 1990).  
A PKC também  tem  mostrado que desempenha um papel importante na 
via de transdução de sinal, alterada na DA. A alteração da atividade da PKC 
estimula a produção de peptídeos beta-amilóide e a hiperfosforilação da 
proteína tau (de Barry et al., 2010). A ativação da PKC promove a 
sinaptogênese no hipocampo (Hongpaisan e  Alkon, 2007; Sun e  Alkon, 
2010). Assim, a ativação de isoenzimas da PKC a níveis apropriados resulta 
na melhora da memória em geral. Porém, a hiperativação da PKC pode, no 
entanto, prejudicar a aprendizagem e a memória, como a memória de 
trabalho em jovens e idosos (Brennan et al., 2009), podendo levar a 
neurodegeneração (Alfonso et al., 2016). PKC está sendo considerada como 
um potencial biomarcador para a DA (de Barry et al., 2010).  
No estudo de Sacktor (2012), foi verificado que a hiperatividade da PKC 
aumentou o transporte pós-sináptico e a inibição da PKC inibiu a LTP, 
sugerindo que a sinalização da PKC pode modular a atividade a longo prazo 
em neurônios e sinapses (Sacktor, 2012; Zhang et al., 2016). Um estudo de 
Yang et al. (2004) demonstrou que ocorria tanto a inibição da indução, 
quanto a reversão da manutenção da LTP em espinha dorsal de ratos, 
quando os mesmos utilizavam inibidores da PKC (queleritrina ou Go 6983). 
Além disso, o bloqueio da manutenção da LTP através da inibição da PKC 
também foi visto em neurônios da região CA1 (camada de células 
piramidais) do hipocampo (Reymann et al., 1988). Outro estudo de Weeber 
et al. (2000) em animais knock-out para o gene da PKCβ foi verificado 
déficit de aprendizagem nesses animais submetidos ao condicionamento 
clássico aversivo e ao condicionamento contextual (metodologia de 
aprendizagem), apesar de não haver prejuízo na LTP e na transmissão 
sináptica no hipocampo, onde a expressão da PKCβ é documentada. 
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Segundo Bonini et al. (2007) a utilização de um inibidor da cPKC e 
PKCμ prejudica a aquisição e consolidação da memória espacial no teste de 
aprendizagem em ratos no labirinto aquático de Morris, mostrando que a 
atividade dessas duas quinases é necessária na região dorsal CA1 do 
hipocampo para o processo de formação da memória espacial. Os autores 
ainda demonstraram que o inibidor induz uma amnésia de longa duração, 
sugerindo que é necessário e essencial um período de recuperação e 
ativação da PKC, sem utilização do inibidor, para a persistência da 
memória espacial. 
Neste contexto, estudos que direcionam para investigação do papel da 
PKC na cognição, bem como, avaliação do efeito do tratamento crônico dos 
inibidores da PKC, Li, TMX e HP, se faz necessário elucidar o papel da 
PKC na cognição e memória. 
 
1.5 DANO OXIDATIVO E INIBIDORES DA PKC   
A PKC contém uma característica estrutural única que é susceptível a 
modificação oxidativa (Gopalakrishna et al., 2013). Um grande número de 
estudos científicos têm destacado a importância das espécies reativas de 
oxigénio (EROs) como um segundo mensageiro em numerosos processos 
celulares, incluindo proliferação celular, expressão gênica, adesão, 
diferenciação, senescência e apoptose (Cosentino-Gomes et al., 2012).  
O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio persistente entre 
níveis de compostos antioxidantes e pró-oxidantes. O resultado deste 
fenômeno é a produção excessiva de radicais livres, as espécies reativas de 
oxigênio (EROs) (Sies, 1991; Siwek et al., 2013). Em baixa, as 
concentrações fisiológicas das EROs podem funcionar como moléculas de 
sinalização desempenhando um papel importante na resposta imunológica e 
participando da regulação de várias atividades celulares (por exemplo, 
mitose). No entanto, em altas concentrações, as EROs pode levar a danos 
dos componentes da célula, incluindo proteínas (enzimas e receptores), 
lipídios e DNA. Isso consequentemente, podem levar à apoptose e morte 
celular (Halliwell, 2006; Halliwell, 2007; Halliwell e  Lee, 2010; Halliwell, 
2011; Steckert et al., 2012).  
O sistema antioxidante é a principal linha de defesa contra o estresse 
oxidativo e pode ser dividido em sistema enzimático, compreendendo as 
enzimas chave SOD, CAT e GPx, e o sistema não enzimático (Halliwell, 
2011). O mais importante antioxidante e regulador redox celular não-
enzimático é a glutationa reduzida (GSH), o antioxidante dominante no 
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encéfalo (Wood et al., 2009).     
O aumento da atividade da SOD pode induzir ao dano celular, pois 
acelera a reação de formação de peróxido de hidrogênio e, 
consequentemente, o desequilíbrio entre a atividade da SOD e da CAT 
induzido a oxidação dos grupos sulfidrílicos e a peroxidação de lipídios 
insaturados, causando dano celular (Mayne, 2003; Steckert et al., 2010). 
Estudos apontam que, indivíduos com transtornos de humor, como TB, 
apresentaram defesas antioxidantes reduzidas ou hiperativas. Foram 
relatados tanto na depressão como no TB,  alterações nas enzimas 
antioxidantes indicando um aumento da atividades da SOD (Andreazza et 
al., 2007; Gergerlioglu et al., 2007; Herken et al., 2007; Selek et al., 2008; 
Galecki et al., 2009) CAT (Andreazza et al., 2007; Machado-Vieira et al., 
2007; Galecki et al., 2009), e GPx (Ozcan et al., 2004; Andreazza et al., 
2007; Maes et al., 2011). 
A mitocôndria possui papel fundamental na função neuronal, pois é 
através da fosforilação oxidativa que ela fornece a maior parte de energia 
para as células cerebrais. A disfunção da cadeia respiratória mitocondrial 
pode levar à produção excessiva de EROs. O excesso de EROs pode 
desencadear reações intracelulares que levam a um aumento na liberação de 
citocromo c, o qual ativa a pro-caspase-3, que por sua vez ativa a caspase-9, 
induzindo a apoptose da célula (Adam-Vizi e  Chinopoulos, 2006). Outra 
rota de ativação de apoptose é via p53, ativada por dano ao DNA, com 
consequente ativação da Bax e liberação do citocromo c pela mitocôndria 
(Adams e  Cory, 2007). 
 Muitos estudos têm fortemente sugerido a hipótese de uma ligação entre 
disfunção mitocondrial e o dano oxidativo em proteína, lipídio e ao DNA 
também observados na depressão e TB (Nicholls e  Budd, 2000; Andreazza 
et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2007; Kunz et al., 2008; Selek et al., 
2008; Andreazza et al., 2009; Yumru et al., 2009; Steckert et al., 2010; 
Kasote et al., 2013; Varela et al., 2015). Esta hipótese foi corroborada por 
outros estudos, em que a administração de ouabaina (OUA) intraventricular 
em ratos causou uma série de alterações neuroquímicas observados em 
pacientes com TB, como o estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e 
diminuição do BDNF no cérebro de ratos (Jornada et al., 2010). 
Uma metanálise investigando marcadores de estresse oxidativo em TB 
demonstrou que as substâncias reativas ao TBARS, um marcador da 
peroxidação lipídica, e o NO, uma espécie reativa de nitrogênio, estavam 
significativamente aumentados em todas as fases do TB (Andreazza et al., 
2008), sugerindo um papel relevante destes parâmetros como possíveis 
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biomarcadores-traço do transtorno.  
No estudo de Sousa et al. (2014), foi demonstrado que o Li possui efeitos 
antioxidantes na prevenção da progressão do TB, pois este fármaco foi 
capaz de reduzir os níveis de peroxidação lipídica (TBARS), o que também 
esteve associado à eficácia clínica desta medicação. 
 Além disso, estudos post mortem reportam alterações na atividade do 
complexo I mitocondrial (Andreazza et al., 2010) e níveis reduzidos de 
GSH (Gawryluk et al., 2011) no córtex frontal de pacientes com depressão 
maior.  
Juntos esses estudos podem explicar, pelo menos em parte, a redução no 
volume de algumas regiões do cérebro, que é acompanhada pela atrofia e 
perda celular, observado em pacientes com TB (Drevets, 2001; Manji e  
Duman, 2001). 
Outro estudo, investigou os efeitos da PKC usando o TMX, como 
inibidor da PKC, sobre os parâmetros de estresse oxidativo em um modelo 
animal de mania induzida por d-AMPH. Os resultados mostraram que o 
TMX reverteu e impediu os efeitos comportamentais induzidos pela d-
AMPH. Além disso, a administração de d-AMPH induziu dano oxidativo 
em ambas as estruturas testadas em dois modelos. O TMX foi capaz de 
reverter e prevenir esse comprometimento, porém de forma dependente da 
área cerebral e técnica avaliada (Steckert et al., 2012). 
El-Sherbiny et al. (2003), mostrou em um estudo de aprendizagem e 
comprometimento da memória, associado à alteração no estado de estresse 
oxidativo cerebral causado em ratos por injeção aguda de escopolamina 
(1,4 mg/kg). A injeção de escopolamina aumentou os níveis de MDA e a 
atividade da GPx do cérebro e também reduziu os níveis de GSH cerebral. 
O aumento do nível de GSH no cérebro pode diminuir diretamente o nível 
EROs. O pré-tratamento com HP (4, 8 e 12 mg), 30 minutos antes da 
injeção de escopolamina, mostrou atividade antioxidante através de seus 
efeitos sobre o nível de MDA e glutationa.  
Esses achados, demonstram que os inibidores da PKC, Li, TMX e HP 
podem proteger o cérebro contra danos oxidativos. 
 
1.6 FATORES NEUROTRÓFICOS BDNF, GDNF, NGF E 
TRANSTORNOS MENTAIS 
Os fatores neurotróficos são uma família de proteínas essenciais para a 
neurogênese, diferenciação, sobrevivência e crescimento neural (Bibel e  
Barde, 2000; Post, 2007). Diversos estudos têm demonstrado que a 
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sinalização PKC e as NTs desempenham um papel fundamental na 
modulação entre si. Alguns autores descreveram que a PKC, por diferentes 
vias, leva ao aumento da transcrição de RNAm para fatores 
neurotróficos, tais como o GDNF, BDNF, NGF e NT-3, em células do 
sistema nervoso (Lim e  Alkon, 2012; Xu et al., 2013). 
O fator de crescimento do nervo (NGF) foi a primeira neurotrofina a ser 
identificada, por Levi-Montalcini, em 1951. Depois disso, vários estudos 
descobriram outras neurotrofinas, tais como BDNF e o fator neurotrófico 
derivado da glia (GDNF), neurotrofina 3 (NT3), e neurotrofina 4 e 5 (NT-
4/5). Todos estes fatores desempenham importantes papéis na plasticidade 
sináptica, arborização dendrítica e conectividade neuronal (Pfaffenseller et 
al., 2013).  
As funções das NTs são reguladas por receptores da família tirosina-
quinase (TrKA, TrKB e TrKC), embora possam se ligar com menor 
afinidade ao receptor p75NTR (membro da família do fator de necrose 
tumoral). O NGF interage com os receptores TrKA que é a molécula que 
desempenha um papel fundamental na regeneração de nervos periféricos e o 
BDNF ativa principalmente os receptores TrKB. A NT3 e a  NT4/5 
possuem ligação ao receptor TrKC (Sebben et al., 2011).   
Entre as NTs, o BDNF é a mais abundante no SNC e parece induzir 
efeitos neurotróficos e neuroprotetores de longo prazo (Murer et al., 2001). 
Devido aos seus efeitos neuroprotetores, o BDNF é promissor como 
tratamento para doenças do SNC (Comim et al., 2013). Também é 
considerado a principal NT do cérebro, sendo produzido principalmente 
pela glia e pelos núcleos neuronais. O BDNF é altamente expresso no 
córtex cerebral e hipocampo, áreas do cérebro que são conhecidos para 
regular funções complexas do cérebro, tais como a memória e a emoção 
(Fernandes et al., 2014).  
O BDNF é considerado molécula essencial no mecanismo de formação da 
LTP, mecanismo essencial na aprendizagem e memória. A LTP é um 
aumento duradouro na resposta excitatória pós-sináptica. A LTP é um 
processo ocasionado após estímulo repetido de mesma intensidade e 
duração (Minichiello, 2009; Fernandes et al., 2011). A administração 
exógena de BDNF em ratos geneticamente modificados deficientes de 
BDNF ou de seu receptor TrkB recuperam o processo da LTP (Patterson et 
al., 2001; Grande et al., 2010). Um estudo também mostrou a associação 
positiva entre os níveis séricos de BDNF e um teste de fluência verbal em 
humanos, sugerindo, a importância do BDNF em processos neurocognitivos 
(Dias et al., 2009). O BDNF é uma NT que está associada a depressão e as 
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respostas antidepressivas. De fato, um estudo prévio mostrou que a 
cetamina reverteu o aumento dos níveis de corticosterona e a diminuição 
dos níveis de BDNF em animais submetidos ao protocolo de estresse 
crônico moderado (Garcia et al., 2009). Estudos pré-clínicos, demonstram 
que o tratamento crônico com antidepressivos e de estabilizadores do 
humor, como o Li e o valproato, são capazes de aumentar os níveis de 
BDNF no córtex frontal e no hipocampo de ratos (Frey et al., 2006a; Banasr 
e  Duman, 2008; Jornada et al., 2010).  
Alguns efeitos sinápticos importantes do BDNF são: aumenta de forma 
marcada a frequência espontânea de potenciais de ação nos neurônios do 
hipocampo; Potencia circuitos inibitórios e excitatórios através de 
mecanismos diferentes; Interfere na neuromodulação de inter-neurônios 
GABAérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos e noradrenérgicos. Estes 
efeitos sinápticos acontecem independentemente da sua ação ser aguda ou 
prolongada (Manji et al., 2003; Tramontina et al., 2009). Os efeitos 
biológicos do BDNF são exercidos pela ativação de pelo menos três vias de 
sinalização intracelular diferentes: fosfatidil-inositol 3-cinase/proteína 
cinase B (PI3K/Akt), fosfolipase C (PLC) e ERK-cinase ativada por 
mitógeno (ERK/MAPK) (Bekinschtein et al., 2008).  
Diversos estudos apontam que, os pacientes com TB, tanto na fase 
maníaca ou depressiva, apresentavam concentrações sanguíneas mais 
baixas de BDNF do que indivíduos saudáveis, e que as concentrações 
séricas de BDNF em pacientes eutímicos não foram significativamente 
diferentes das observadas em controles (de Oliveira et al., 2009; Fernandes 
et al., 2011; Fries et al., 2012; Gama et al., 2013; Roda et al., 2015). Estes 
resultados sugerem que, o BDNF do soro pode ser um potencial 
biomarcador de episódios agudos e há evidências de que o tratamento bem-
sucedido da mania se associa com a normalização dos níveis desta 
neurotrofina (Tramontina et al., 2009). 
 Outra NT é o GDNF, considerado um dos mais potentes NT de 
neurônios dopaminérgicos, largamente encontrado nas regiões cerebrais, 
principalmente em regiões do estriato e áreas prosencefálicas (Airaksinen e  
Saarma, 2002).  
Um estudo encontrou níveis plasmáticos de GDNF aumentados em 
pacientes eutímicos quando comparados a pacientes maníacos e controles 
(Barbosa et al., 2011b). Outro estudo observou níveis aumentados de 
GDNF em pacientes maníacos e depressivos, mas não em pacientes 
eutímicos quando comparados ao grupo controle (Rosa et al., 2006). Além 
disso, um estudo prévio encontrou níveis séricos de GDNF diminuídos em 
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pacientes durante a mania e a depressão, e níveis aumentados após a 
remissão dos sintomas (Zhang et al., 2010). Ao contrário, outro estudo 
mostrou níveis diminuídos de GDNF em pacientes com TB em remissão 
(Takebayashi et al., 2006). Portanto, há muitos resultados conflitantes sobre 
o papel do GDNF nas doenças mentais. 
O GDNF também parece estar envolvido em processos cognitivos, visto 
que experimentos demonstram que mutações do GDNF em ratos mostraram 
uma anormalidade na transmissão sináptica no hipocampo e uma falha 
importante no processo de aprendizado espacial. Também, o GDNF exerce 
seus efeitos neurotróficos através da ativação de cascatas bioquímicas, 
como a MAPK, e proteína ligante ao elemento de resposta ao AMPc 
(CREB), as quais estão fortemente envolvidas em processos cognitivos 
(Gerlai et al., 2001; Voikar et al., 2004). 
A relação entre os fatores neutrotróficos e a cognição e memória, e as 
alterações celulares, poderiam explicar ou elucidar as disfunções cognitivas, 
como dificuldade de atenção, aprendizado e memória, e dificuldade na 
funcionalidade psicomotora, apresentadas em pacientes com processos 
patológicos psiquiátricos, entre eles os transtornos de humor e TB 
(Martinez-Aran et al., 2004; Martinez-Aran et al., 2007; Lu et al., 2014). 
O NGF é a NT mais pesquisada, descoberta há mais de 50 anos. Esta NT 
regula a sobrevivência, desenvolvimento e trofismo de populações 
neuronais específicas no SNC e  sistema nervoso periférico (Levi-
Montalcini e  Angeletti, 1968) apresentando elevada produção no córtex, 
hipocampo, pituitária e medula espinhal (Cirulli e  Alleva, 2009).  
Em estudos pré-clínicos foi demonstrado que, o comportamento do tipo 
maníaco são acompanhadas por  níveis reduzidos ou aumentados de NGF 
no córtex frontal e do hipocampo de ratos (Frey et al., 2006a; Frey et al., 
2006b; Jornada et al., 2010; Cechinel-Recco et al., 2012). Além disso, um 
estudo clínico mostrou que  indivíduos com TB  com episódios de mania 
apresentavam níveis mais baixos de NGF do que em pacientes ou controles 
eutímicos e que os níveis de NGF foram correlacionados negativamente 
com a gravidade da mania (Barbosa et al., 2011a).  
Logo pode-se compreender, conforme os estudos acimas descritos que, os 
níveis dessas NTs estão alterados no córtex frontal e hipocampo, reforçando 
o envolvimento dos NTs na fisiopatologia dos transtornos de humor e, 
portanto, são alvos para intervenções terapêuticas. 
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1.7 DIFERENÇAS SEXUAIS NA REPOSTA FARMACOLÓGICA 
Nas últimas duas décadas, grande atenção está sendo dada às diferentes 
respostas neurobiológicas, psicológicas e psiquiátricas entre machos e 
fêmeas, ao curso de doenças e ao seu tratamento farmacológico. Neste 
contexto, uma maior compreensão de todos os aspectos do funcionamento 
neural só será alcançada incorporando o sexo como uma variável biológica 
(McCarthy, 2016). De modo semelhante ao humano, os modelos de 
roedores têm diferenças relacionadas ao sexo no seu comportamento e 
respostas farmacológicas (Becker e  Koob, 2016).  
Há algumas evidências que sugerem que homens e mulheres têm 
diferentes tipos de funções cognitivas e que existem diferentes níveis de 
estrogênio e testosterona entre os sexos no córtex, hipocampo e amígdala, 
regiões cerebrais responsáveis pela modulação da cognição e da memória. 
Isso poderia ser o responsável pelas diferenças na cognição observadas 
entre os sexos (Cahill, 2006; Cosgrove et al., 2007; Wilson e  Davies, 
2007). Portanto, é importante avaliar os efeitos de drogas tanto em animais 
machos quanto em fêmeas. 
Existem fortes diferenças sexuais nas taxas de incidência de depressão, 
onde pelo menos duas vezes mais mulheres são afetadas que os homens 
(Angst et al., 2002; Gutierrez-Lobos et al., 2002). Do mesmo modo, a DA é 
mais prevalente em mulheres do que em homens (Baum, 2005), em 
contraste com outras formas de demência (Gao et al., 1998). As diferenças 
sexuais nestes distúrbios neuropsiquiátricos e neurodegenerativos vão além 
das taxas de incidência. A manifestação de um transtorno pode variar de 
acordo com o sexo, onde no caso da depressão, as mulheres são mais 
propensas a serem diagnosticadas com depressão atípica e a apresentam 
maior risco para a ansiedade co-mórbida (Young et al., 1990; Angst et al., 
2002; Silverstein, 2002). A gravidade da doença também está ligada ao 
sexo, como por exemplo a DA, que segue uma progressão mais grave em 
mulheres quando comparado aos homens (Irvine et al., 2012). Além do 
contexto da doença, existem diferenças sexuais em certos domínios de 
cognição, e na neurogênese (Galea et al., 2013). 
Segundo o estudo de Vina e  Borras (2010), as mulheres vivem mais que 
os homens. Além disso, as fêmeas vivem mais do que os machos em 
alguns, mas não em todos, animais experimentais. As diferenças na 
longevidade entre os sexos estão relacionadas à produção de radicais livres. 
Na verdade, as fêmeas produzem menos radicais apenas em espécies 
animais nas quais vivem mais do que os machos. Isso ocorre porque os 
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estrogênios regulam os genes antioxidantes associados à longevidade. Essas 
considerações levaram a postular um conceito ampliado de antioxidante na 
biologia: um antioxidante é qualquer manipulação nutricional, fisiológica 
ou farmacológica que aumenta a expressão e a atividade de genes ou 
proteínas antioxidantes. 
Outro estudo importante sobre as diferenças sexuais, Demarest e  
McCarthy (2015) mostram que as diferenças sexuais na função 
neurocomportamental e cognitiva após várias formas de lesão do SNC são 
observadas na prática clínica e em estudos com animais. As fontes de 
diferenças sexuais incluem a exposição precoce aos hormônios gonadais, 
complacência cromossômica e modulação hormonal do adulto. Está se 
tornando cada vez mais evidente que o metabolismo mitocondrial e a morte 
celular são também sexualmente dimórficos. A disfunção metabólica 
mitocondrial é uma característica comum da lesão no SNC. Evidências 
sugerem que os machos predominantemente utilizam proteínas enquanto 
que as fêmeas usam predominantemente lipídios como fonte de 
combustível dentro das mitocôndrias e que essas diferenças podem afetar 
significativamente a sobrevivência celular após a lesão. Essas diferenças 
bioquímicas fundamentais têm um profundo impacto na produção de 
energia e em muitos processos celulares na saúde e na doença (Demarest e  
McCarthy, 2015). 
Neste contexto, torna-se importante também avaliar os efeitos dos 
inibidores da PKC em machos e fêmeas, pois a resposta farmacológica pode 
ser diferente.  
 
1.8 JUSTIFICATIVA  
Tendo em vista a problemática do tratamento dos transtornos de humor, 
como o TB, com estabilizadores de humor clássicos, pois apresentam baixa 
adesão pelos pacientes, além de graves efeitos adversos dos mesmos, 
estudos acerca de novas abordagens terapêuticas são de extrema 
importância. Os inibidores da PKC são conhecidos pelos efeitos 
antimaníacos, porém há necessidade de maiores estudos sobre o efeito da 
sua administração crônica per se. Também importante observar as 
diferenças relacionadas ao sexo nas respostas farmacológicas para elucidar 
melhor o efeito destes fármacos, bem como sua segurança.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos de inibidores da PKC (Li, TMX e HP) administrados 
cronicamente sobre o comportamento e alterações neuroquímicas cerebrais 
em ratos e ratas Wistar. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX, e HP, na atividade locomotora de ratos e ratas Wistar. 
b) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX e HP e Li no teste do nado forçado em ratos e ratas 
Wistar. 
c) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX e HP nos testes de memória (esquiva inibitória e 
reconhecimento de objetos) em ratos e ratas Wistar. 
d) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX e HP e Li nos testes de ansiedade (Plus-Maze) em ratos 
e ratas Wistar. 
e) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX e HP, nos parâmetros de dano oxidativo (níveis de 
carbonilação de proteínas e formação de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico - TBARS) no córtex frontal, estriado, hipocampo e núcleo 
accumbens de ratos e ratas Wistar. 
f) Avaliar os efeitos da administração crônica dos inibidores de proteína 
quinase C, Li, TMX e HP nos níveis de BDNF, GDNF e NGF no córtex 
frontal e hipocampo de ratos e ratas Wistar.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 
as recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de 
laboratório, além das recomendações para o uso de animais de acordo com 
o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 
O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
da Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC, protocolo 
007/2013 (Anexo 1). Todos os experimentos deste projeto foram realizados 
no Laboratório de Neurociência da UNESC.  
 
3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
 No presente estudo, foram utilizados ratos Wistar machos e fêmeas (250-
300g), com aproximadamente 60 dias, procedentes do biotério da UNESC. 
Os animais foram acondicionados em cinco por caixa, com ciclo 
claro/escuro de 12 horas (07:00 h às 19:00 h) com comida e água ad 
libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 ± 1º C. Os 
procedimentos foram realizados entre 8:00 e 16:00 horas em uma sala, onde 
os animais estavam 30 minutos antes do experimento para se habituarem ao 
ambiente. 
 
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Os animais receberam tratamento crônico, isto é foram administrado 
TMX, HP e Li, durante 28 dias e foram distribuídos aleatoriamente entre os 
grupos de tratamento. Os fármacos utilizados no presente estudo foram: 
TMX (Fazenda Sandoz do Brasil Ltda, Paraná, Brasil), extrato seco de HP 
contendo 0,32% de hipericina total (Vitalis Farmácia de Manipulação, 
Criciúma, Santa Catarina, Brasil) e Li (Sigma, EUA, St. Louis), 
administrados por gavagem 1 vez ao dia (TMX e HP) ou 2 vezes ao dia 
(Li). As doses totais de TMX (1mg / kg), HP (5mg / kg), Li (47,5 mg / kg) 
foram baseadas em estudos anteriores (Valvassori et al., 2010; Cechinel-
Recco et al., 2012; Galeotti et al., 2014). Os fármacos foram administrados 
em um volume constante de 1 mL/Kg de peso corporal do animal. O grupo 
controle recebeu água.  
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O TMX e o HP foram administrados em forma de suspensão, sendo 
agitadas durante todo o período de dosagem. O Li foi diluído em água. As 
soluções foram preparadas imediatamente antes do uso e protegidas da luz 
durante a sessão experimental.  
 
 
Figura 3 - Desenho experimental do protocolo geral do efeito da administração 
crônica por 28 dias com os inibidores da PKC.  TMX = Tamoxifeno; HP = 
Hypericum Perforatum; Li = Lítio. BDNF = Fator neurotrófico derivado do 
encéfalo; NGF = Fator de crescimento do nervo; GDNF – Fator de crescimento 
neurotrófico derivado de células da glia. Fonte: do autor.  
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3.4 TAMANHO DA AMOSTRA 
 
Nesse estudo foram utilizados 240 ratos Wistar fêmeas e machos. Os ratos 
Wistar foram randomizados em 4 grupos (n=10 por grupo): TMX, HP, Li e 
água. Sendo que, os testes comportamentais foram divididos em etapas: 1) 
Atividade locomotora (Campo Aberto) e Labirinto em cruz elevado (Plus 
Maze); 2) Nado forçado e Esquiva inibitória; 3) Memória de habituação e 
Reconhecimento de objeto. 
Cada etapa foi realizada com animais diferentes. Pelo fato de testes como 
nado forçado e esquiva inibitória serem procedimentos estressantes para os 
animais, impossibilita assim a realização de dois testes em um mesmo 
animal. 
O número de animais por grupo (n) nos testes comportamentais é maior 
em relação às análises bioquímicas e imunoquímicas, em função da 
avaliação comportamental ter maiores variações de um animal para o outro 
quando comparado com as análises bioquímicas e imunoquímicas em que 
foi utilizado um n de 5 por grupo. 
 
3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
O protocolo foi realizado durante 28 dias. Vinte e quatro horas após a 
última administração dos fármacos, foram avaliados nos animais: atividade 
locomotora, através do teste do campo aberto; memória aversiva, através do 
teste da esquiva inibitória; memória de reconhecimento de objetos, através 
do campo aberto; comportamento do tipo depressivo, através do teste do 
nado forçado e a ansiedade, através do teste do labirinto em cruz elevado. 
Após os testes comportamentais os animais foram mortos por decapitação, 
o cérebro retirado e fracionado em córtex frontal, hipocampo, estriado e 
núcleo accumbens para avaliação do dano oxidativo e dos níveis de BDNF, 
NGF e GDNF (Figura 3).  
 
3.5.1 Teste do campo aberto (Open Field) 
 
O teste do campo aberto fornece a oportunidade de avaliar 
sistematicamente a exploração de novos ambientes e a atividade locomotora 
geral em roedores (Prut e  Belzung, 2003). Além disso, a exposição repetida 
proporciona um método para avaliar a habituação ao ambiente cada vez 
mais familiar (File, 1980; Prut e  Belzung, 2003). 
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A atividade locomotora foi mensurada através do teste do campo aberto, 
executado em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de 
altura feitas de madeira compensada marrom, com uma parede de vidro 
frontal e assoalho dividido em 9 retângulos iguais por linhas pretas. Os 
animais foram colocados delicadamente no quadrante posterior esquerdo, 
para exploração da arena por cinco minutos, onde foram contados os 
cruzamentos feitos pelos ratos entre as linhas pretas em uma única sessão 
para avaliação da atividade locomotora (Figura 4). Para a avaliação de 
memória de habituação, na sessão de treino, os animais foram 
cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do 
aparelho, a partir do qual exploraram livremente o ambiente por 5 minutos 
(sessão treino). Imediatamente após, os animais voltaram para a caixa 
moradia. A sessão teste foi realizada 24 horas após o treino, na qual foi 
repetido o procedimento do treino. Durante 5 minutos, em ambas as 
sessões, foram observadas e documentadas todas as vezes que o animal 
cruzava as linhas pretas (crossings) ou apoiava com as patas traseiras, 
levantando as dianteiras, atividade exploratória (rearings). A diminuição do 
número crossings e rearings entre as duas sessões foi tomado como uma 
medida da retenção de memória de habituação (Vianna et al., 2000). 
 
 
3.5.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (elevated plus-maze)  
  
O labirinto em cruz elevado é um teste de ansiedade amplamente utilizado 
tanto para a descoberta de novos agentes ansiolíticos, quanto para investigar 
as bases psicológicas e neuroquímicas da ansiedade. Desenvolvido por 
Handley e  Mithani (1984) e posteriormente validado por Pellow et al. 
(1985), o modelo explora o conflito entre a tendência natural de roedores de 
explorar ambientes novos e a aversão ao medo natural que ratos apresentam 
a altura e espaços aberto. 
Logo, o nível de ansiedade dos animais foi avaliado na tarefa do labirinto 
em cruz elevado (Figura 4). O labirinto consiste em dois braços abertos (30 
x 5 x 0,25 cm) e dois braços fechados (30 x 5 x 15 cm) dispostos de forma 
perpendicular formando uma plataforma central (5 x 5 cm), com 50 cm de 
altura do chão (Pellow et al., 1985). Os experimentos foram conduzidos em 
sala escura com luz vermelha posicionada a 30 cm de altura da plataforma 
central do aparelho.  
Os animais foram colocados no centro do labirinto, virado para o braço 
fechado, por cinco minutos. Os parâmetros avaliados foram: número de 
71 
 
  
entradas e o tempo de permanência no braço aberto ou no fechado, e 
número de entradas em cada um dos braços e as entradas totais (Pellow et 
al., 1985).  
 
 
Figura 4 - Ilustração esquemática do protocolo experimental 1.  Os ratos machos 
ou fêmeas receberam TMX, HP, Li ou água durante 28 dias. O teste de campo 
aberto e o teste de labirinto em cruz elevado foram realizados 24 h após a última 
administração. Após o teste de campo aberto e o teste de labirinto em cruz elevado, 
os ratos foram mortos por decapitação e o córtex frontal, hipocampo, núcleo 
accumbens e estriado foram dissecados. Logo após os animais foram submetidos a 
avaliação dos parâmetros de dano oxidativo. As avaliações das neurotrofinas: 
BNDF, NGF e GDNF foram realizadas com as estruturas córtex frontal e 
hipocampo. TMX = tamoxifeno, HP = hypericum perforatum; Li = lítio; BDNF = 
fator neurotrófico derivado do encéfalo; NGF – fator de crescimento do nervo; 
GDNF=fator de crescimento neurotrófico derivado de células da glia. Fonte: do 
autor. 
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3.5.3 Teste do nado forçado 
 
O teste do nado forçado é um dos modelos mais tradicionais para o estudo 
da depressão em roedores, originalmente foi proposto por Porsolt et al. 
(1977). Este teste apresenta alto valor preditivo para a atividade 
antidepressiva devido a rápida resposta tipo-antidepressiva aos fármacos 
antidepressivos clássicos. Este teste consiste em dois dias de procedimentos 
no qual cada rato foi posto em um cilindro com água a 23°C e fundo 
suficiente para que o animal não consiga apoiar as patas no fundo. No 
primeiro dia, os ratos foram forçados a nadar por 15 minutos (sessão de 
treino). No segundo dia, (24 horas após o treino) cada animal foi novamente 
forçado a nadar durante 5 minutos (sessão de teste). 
Foram avaliados os parâmetros de imobilidade, nos quais incluem 
imobilidade total ou movimentos para manter a cabeça fora da água sem 
intenção de escapar, parâmetros de nado, que incluem movimentos 
horizontais através da superfície da água, e parâmetros de escalada, 
movimentos verticais contra as paredes (Porsolt et al., 1977) (Figura 5).  
 
 
 
Figura 5 - Teste do nado forçado.  O primeiro cilindro ilustra um animal durante a 
natação, enquanto o segundo cilindro ilustra um animal durante o período de 
imobilidade. Fonte: Valvassori (2014). 
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3.5.4 Teste de memória aversiva – esquiva inibitória  
A tarefa de esquiva inibitória é um dos testes de memória mais utilizados 
e consiste em inibir a exploração do ambiente pela aplicação de choques no 
animal. O aprendizado consiste em o animal não descer da plataforma 
(Gold, 1986) (Figura 6).  
O aparelho é constituído por uma caixa medindo 50 cm de comprimento, 
25 cm de largura e 25 cm de altura. Parte do chão é formado por barras 
paralelas de metal (1mm de diâmetro) que se distanciam umas das outras 
por um espaço de 1 cm entre elas. Na parede esquerda do aparelho está 
inserida uma plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento.  
Na sessão de treino, o animal foi colocado sobre a plataforma de frente 
para a parede traseira e, mediu-se o tempo que ele levou para descer, com 
as quatro patas, da plataforma. Esse tempo foi denominado “latência”. 
Imediatamente após o animal descer da plataforma, recebeu um choque nas 
patas de 0,4 mA durante 2 segundos. Na sessão de teste, o animal foi 
novamente colocado na plataforma e, então, foi medido o tempo que ele 
levou para descer, porém não foi administrado choque. A latência é um 
parâmetro clássico de formação de memória. Foram realizadas 3 sessões de 
teste: 1) Imediatamente após o treino, para avaliar a memória imediata 
(MI); 2) 1,5 horas após o treinamento, para avaliar a memória de curto 
duração (MCD) e 3) 24 horas após a sessão de treino, para avaliar a 
memória de longo duração (MLD) (Izquierdo e  Medina, 1991).  
Nas sessões de teste, o procedimento foi repetido, porém não foi aplicado 
o choque nos animais. O tempo de latência para descer da plataforma foi 
usado como medida de retenção. Um limite de 180 segundos foi imposto 
sobre essa medida, ou seja, os animais que obtiveram uma latência no teste 
maior que 180 segundos, foram considerados como tendo uma latência de 
180 segundos, como proposto anteriormente por Gold (1986) e Izquierdo e  
Medina (1997).  
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Figura 6 - Ilustração esquemática do protocolo experimental 2. TMX = 
tamoxifeno, HP = Hypericum Perforatum, Li = líto, NF = nado forçado; EI= 
esquiva inibitória; MI = memória imediata, MCD = Memória de curta duração; 
MLD = Memória de longa duração. BDNF = fator neurotrófico derivado do 
encéfalo; NGF – fator de crescimento do nervo; GDNF=fator de crescimento 
neurotrófico derivado de células da glia. Fonte: do autor. 
 
3.5.5 Teste de memória de reconhecimento de objetos  
O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no campo aberto 
(descrito anteriormente). A tarefa de reconhecimento de objeto é um teste 
comportamental utilizado para acessar memória declarativa em roedores, 
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que se baseia na tendência natural do animal em explorar mais o objeto 
novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido. 
No 29° dia foi realizado a habituação ao campo aberto, o animal foi 
colocado no canto superior esquerdo na caixa e deixado por cinco minutos, 
sem nenhum objeto na caixa para que, o animal habitue-se ao ambiente 
(Figura 8).  
Após 24 horas da habituação, na sessão treino, o animal foi recolocado no 
campo aberto, com dois objetos exatamente iguais (A1 e A2, sendo ambos 
cubos) exatamente no meio da caixa, paralelos e deixados por cinco 
minutos para que os animais explorassem o ambiente livremente. O tempo 
de exploração de cada objeto foi cronometrado, para posterior análise 
através do índice de reconhecimento. 
No mesmo dia em 1 hora e 30 minutos, após a sessão de treino, foi 
avaliada a memória de curta duração, onde o animal foi recolocado na 
caixa, com dois objetos A1 e B1, com cores, tamanhos e formas diferentes, 
também para exploração por cinco minutos. 
Para testar a memória de longa duração o animal foi recolocado na caixa, 
24 h após a sessão de treino, com dois objetos, um que ele já estava 
familiarizado, A1, e um objeto totalmente distinto, C1, de todos os outros, 
em cor, forma e tamanho, e o animal durante cinco minutos explorou o 
novo ambiente  (Izquierdo et al., 2006) . 
Para a análise dos resultados foi usado o índice de reconhecimento que foi 
calculado pela fórmula TB1/ (TA1 + T1B) onde TA é o tempo gasto para 
explorar um objeto familiar, que já foi conhecido do animal, e TB foi o 
tempo gasto para explorar o novo objeto (Ennaceur e  Delacour, 1988) 
(Figura 7). 
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Figura 7 - Teste de reconhecimento de objeto. Primeiro quadrante representa o 
período de habituação. O segundo quadrante representa a sessão de treino quando o 
animal foi exposto a dois objetos iguais denominados A1 e A2. O terceiro 
quadrante representa o teste da memória de curta duração, realizado 1,5 horas após 
o treino onde o animal foi exposto a dois objetos diferentes na forma e igual na cor, 
sendo que um dos objetos foi idêntico ao objeto do treino, esses objetos foram 
denominados A e B. No último quadrante está representado o teste de longa 
duração, realizado 24 horas após o treino. O animal foi exposto a dois objetos, um 
idêntico ao objeto utilizado no treino e o outro diferente tanto na forma quanto na 
cor. Fonte: Valvassori (2014). 
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Figura 8 - Esquema do protocolo experimental 3.   TMX = tamoxifeno, HP = 
Hypericum Perforatum, Li = lítio, RO = Reconhecimento de objetos; MCD = 
Memória de Curta Duração; MLD = Memória de longa duração. Fonte: do autor. 
 
3.6 ANÁLISES BIOQUÍMICAS E IMUNOQUÍMICAS 
3.6.1 Preparo das amostras cerebrais  
Imediatamente após os testes comportamentais, os animais foram mortos 
por  decapitação, o cérebro removido e dissecado em córtex frontal, 
hipocampo, núcleo accumbens e estriado de acordo com Glowinski e  
Iversen (1966). As amostras foram rapidamente congeladas em nitrogênio 
líquido e armazenadas a -70°C até as avaliações serem realizadas, conforme 
os protocolos de análise bioquímica e imunoquímica descritos a seguir.  
78 
 
3.6.2 Mensuração do dano oxidativo  
3.6.2.1 Avaliação dos níveis substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) 
 
A peroxidação lipídica foi analisada através da formação de TBARS 
(Esterbauer e  Cheeseman, 1990). As amostras de tecido cerebral foram 
homogeneizadas com solução tampão de fosfato (PBS) e lisadas. As 
espécies reativas foram obtidas por hidrólise ácida de 1,1,3,3-tetra-etoxi-
propano (TEP) e foram utilizadas como padrão para a quantificação de 
TBARS. A cada tubo foi adicionado TBA a 0,67% e em seguida foram 
agitados, o homogeneizado foi incubado a 90oC durante 20 minutos e 
posteriormente as amostras foram colocadas em gelo. A densidade óptica 
de cada solução foi medida em um espectrofotômetro a 535 nm. Os dados 
foram expressos como nmol de equivalente malondialdeído (MDA) por mg 
de proteína. 
 
3.6.2.2 Avaliação do conteúdo de grupos carbonilas 
 
O dano oxidativo em proteínas teciduais foi determinado pela medida de 
grupos carbonil. O conteúdo de proteínas carboniladas foi medido nas 
amostras homogeneizadas de cérebro utilizando 2,4-dinitrofenil-hidrazina 
(DNPH) em um ensaio espectrofotométrico (Levine et al., 1990; Levine et 
al., 1994). Amostras de tecidos foram sonicadas em homogeneização gelada 
de tampão contendo inibidores de fosfatase e de protease (200 nM 
caliculina, 10 µg/ml de leupeptina, 2 µg/ml de aprotinina, 1 mM de 
ortovanadato de sódio e 1 µM microcistina-LR) e centrifugadas a 1000 x g 
durante 15 minutos para sedimentar o material insolúvel. Trezentos 
microlitros de alíquotas do sobrenadante contendo 0,7-1,5 mg de proteína 
foram tratados com 300 µl de 10 mM de DNPH, dissolvido em HCl a 2M, e 
comparado com 2M de HCl sozinho (reagente branco). Em seguida as 
amostras foram incubadas no escuro sob agitação a cada 10 minutos, 
durante uma hora e à temperatura ambiente. As amostras foram precipitadas 
com ácido tricloroacético (concentração final de 20%) e centrifugadas a 
16,000 x g a 4oC, durante 15 minutos. O sedimento foi lavado por três 
vezes com 1 ml de etanol/acetato de etila (1:1 v/v). Os sedimentos foram 
seguidamente agitados delicadamente em vórtice e após, expostos à solução 
de lavagem durante 10 minutos antes da centrifugação (16,000 x g, durante 
5 minutos). O sedimento final foi dissolvido em 1 ml de guanidina 6M e 10 
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mM de tampão fosfato trifluoroacético ácido, pH 2,3. O material insolúvel 
foi removido por centrifugação a 16,000 x g, por 5 minutos. Absorbância 
foi registrada em um espectrofotômetro a 370 nm, tanto para as amostras 
tratadas com DNPH, quanto para o HCl sem DNPH. Os níveis de proteínas 
carboniladas foram expressos como nmol de carbonil por mg de proteína. 
 
3.6.3 Determinação de proteínas  
Todas as medidas bioquímicas foram normalizadas para o teor de proteína 
com albumina bovina como padrão (Lowry et al., 1951). 
 
3.6.4 Avaliação dos níveis cerebrais de BDNF, NGF e GDNF  
Para a análise dos níveis de fatores neurotróficos (BDNF, NGF e GDNF) 
os testes imunoquímicos foram realizados apenas com estruturas cerebrais 
dos animais que foram submetidos ao teste de campo aberto, devido às 
interferências dos outros testes que podem influenciar os resultados 
(esquiva inibitória: estímulo estressor e reconhecimento de objetos: tempo 
maior entre o fim do tratamento e a retirada de estruturas). Foram 
selecionadas, aleatoriamente, cinco amostras por grupo, de cada estrutura, e 
os níveis de BDNF, GDNF e NGF foram avaliados no hipocampo e córtex 
frontal. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em PBS com 1 mM de 
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e 1 mM de ácido etilenoglico bis (2-
éteraminoetil)-N, N, N0N0-tetracético (EGTA) e avaliados através de 
ensaios de imuno ensaio enzimática (ELISA), utilizando kits comerciais de 
acordo com as instruções do fabricante (Chemicom, USA para NGF e 
BDNF; Biosensis, USA para GDNF). Microplacas (com 96 poços de fundo 
plano) foram incubadas durante 24 horas com amostras diluídas na 
concentração de 1:2 de sample diluent e a curva padrão variou de 7,8 a 500 
pg de BDNF ou NGF. Então, as placas foram lavadas 4 vezes com sample 
diluent. O anticorpo monoclonal anti-rabbit para BDNF, anticorpo 
monoclonal anti-rabbit para NGF ou anticorpo policlonal anti-rabbit para 
GDNF diluídos em 1:1000 em sample diluent foi incubado durante três 
horas a temperatura ambiente. Após lavar, uma segunda incubação com 
anticorpo anti-rabbit de peroxidase conjugada diluída em 1:1000 foi 
realizada durante 1 hora em temperatura ambiente. Após a adição de 
enzima estreptvidina, substrato e stop solution, a quantidade de BDNF, 
NGF e GDNF foi determinada por absorbância em 450nm. A curva padrão 
demonstrou uma relação direta entre densidade óptica e a concentração de 
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BDNF, NGF e GDNF. 
 
3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 Os dados dos testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado 
forçado, análises dos níveis de neurotrofinas (BDNF, NGF e GDNF) e 
parâmetros de dano oxidativo estão apresentados como média ± erro padrão 
da média (EPM) e foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de 
uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados obtidos no teste de 
reconhecimento de objetos estão apresentados como média ± EPM e as 
diferenças entre os grupos nessa análise comportamental foram verificadas 
usando ANOVA de uma via de medidas repetidas, seguido pelo teste post 
hoc de Tukey. Os dados obtidos na tarefa de esquiva inibitória foram 
apresentados como medianas ± intervalos interquartis (25 e 75). Estes 
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de 
Mann-Whitney quando necessário. Em todas as comparações quando o p 
<0,05, os resultados foram considerados significativos. 
Os programas utilizados foram Statistical Package for the Social Science 
(SPSS) 20, Statistica 7, GraphPad Prism 5. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS 
A partir do teste do campo aberto, foi possível avaliar os efeitos da 
administração crônica com Li, TMX e HP sob a memória de habituação a 
partir dos parâmetros de atividade locomotora e exploratória em ratos 
machos e fêmeas. Conforme demonstrado na Figura 9A, não foram 
observadas diferenças no número de crossings [F (3,34) = 2,11, p = 0,11] e 
rearings [F (3,34) = 1,85, p = 0,15] em nenhum dos grupos avaliados. Este 
mesmo padrão comportamental ocorreu na avaliação das fêmeas 
[Crossings: F (3,4) = 0,97, p = 0,39; Rearings [F (3,4) = 0,70, p=0,50], 
como demonstrado na Figura 9B. 
Figura 9 - Teste de campo aberto. Avaliação da atividade locomotora 
(cruzamentos) e exploratórias (levantamentos) em ratos machos (A) ou fêmeas (B) 
após administração crônica com lítio, tamoxifeno ou hypericum perforatum. Os 
dados representam a média ± EPM. n = 10. Fonte: do autor. 
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Para avaliar o comportamento do tipo ansioso, foram registrados os 
números entradas e do tempo gasto nos braços abertos e fechados com a 
utilização do teste do labirinto em cruz elevado. A administração crônica 
com Li, TMX ou HP em ratos machos (Figura 10A e 10B) ou fêmeas 
(Figura 10C e 10D) não afetou o número de entradas de braços abertos 
[Machos: F (3,43) = 0,69, p = 0,56; Fêmeas: F (3,36) = 1, p = 0,4], fechados 
[Machos: F (3,43) = 1,08, p = 0,37; Fêmeas: F (3,36) = 0,52, p = 0,67], total 
de entradas [Machos: F (3,43) = 0,47, p = 0,70; Fêmeas: F (3,36) = 0,97, p 
= 0,42] ou o tempo gasto em braços abertos [Machos: F (3,43) = 1,94, p = 
0,14; Fêmeas: F (3,36) = 0,61, p = 0,61] e fechados [Machos: F (3,43) = 
1,11, p = 0,35; Fêmeas: F (28,11) = 0,85, p = 0,65]. 
 
Figura 10 - Teste do labirinto em cruz elevado. Avaliação dos parâmetros de 
ansiedade. Registaram-se o número de entradas e o tempo gasto nos braços abertos 
e fechados do labirinto em cruz elevado. O teste comportamental foi realizado em 
ratos machos (A, B) e fêmeas (C, D), após administração crônica com lítio, 
tamoxifeno ou hypericum perforatum. Os dados representam a média ± EPM. n= 
10. Fonte: do autor. 
 
Com a realização do teste do nado forçado foi possível avaliar 
comportamento do tipo depressivo a partir do registro do tempo de 
imobilidade dos animais. A administração crônica com Li, TMX ou HP em 
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ratos machos [F (3,50) = 0,34, p = 0,80] (Figura 11A) ou fêmeas [F (3,34) = 
0,78, p = 0,51] (Figura 11B) não alterou o tempo de imobilidade no teste do 
nado forçado. 
 
Figura 11 - Teste do nado forçado. Tempo de imobilidade registrado e tomado 
como medida de comportamento depressivo em ratos machos (A) e fêmeas (B), 
após administração crônica com lítio, tamoxifeno, ou hypericum perforatum. Os 
dados representam a média ± EPM. n=10. Fonte: do autor. 
 
A aplicação do teste de memória de reconhecimento de objetos avaliou as 
alterações cognitivas, que podem ser associadas com tratamentos 
medicamentosos. Em todos os protocolos experimentais (usando machos ou 
fêmeas), não houve diferenças entre os grupos no tempo total de exploração 
em ambos os objetos no treino. Além disso, também não houve diferença 
no desempenho entre os grupos nesta sessão. Esses resultados indicam que 
a administração pré-treino com Li, TMX ou HP não afetou parâmetros 
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sensório-motor, como locomoção e motivação. Ratos, machos (Figura 12A) 
ou fêmeas (Figura 12B), que receberam TMX ou HP, mas não com Li 
[Macho: F(2,21) = 87,54, p<0,001; Fêmea: F (2,21) = 188,54,  p < 0,001], 
mostraram retenção de memória prejudicada (MCD e MLD) [Macho: 
F(4,42) = 39,33, p<0,001; Fêmea: F (4,42) = 55,64, p < 0,001], como 
mostrado pela preferência diminuída para o novo objeto em comparação 
com os controles que receberam água. Apesar de mostrarem uma 
diminuição no índice de reconhecimento durante MCD e MLD, os ratos 
machos mostraram uma preferência maior para o novo objeto durante as 
sessões de teste em comparação com treino. No entanto, as fêmeas que 
receberam TMX ou HP não mostraram preferência significativa pelo novo 
objeto durante os testes MCD e MLD. 
Figura 12 - Teste de reconhecimento de objetos (RO). Avaliação da memória de 
reconhecimento. Índice de reconhecimento dos objetos nas sessões de treinamento e 
teste para ratos machos (A) e fêmeas (B) que receberam os fármacos lítio, 
tamoxifeno ou hypericum perforatum. Os resultados são apresentados como médias 
± EPM do índice de reconhecimento. A sessão de teste foi realizada 24 horas após a 
sessão de treinamento. *p <0,001 diferente do teste de treinamento. #p <0,01 
diferente do grupo controle, de acordo com ANOVA de medidas repetidas seguido 
pelo teste post hoc de Tukey. n = 10. MCD = Memória de curta duração/ MLD = 
Memória de Longa Duração. Fonte: do autor. 
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A tarefa da esquiva inibitória é um teste comportamental amplamente 
utilizado para estudar os efeitos de fármacos sob a memória aversiva. Com 
a realização do teste da esquiva inibitória foi possível observar que, em 
ambos os sexos, os grupos controle e HP apresentaram maior latência nos 
testes MCD e MLD quando comparados com a sessão de treino, indicando 
a aquisição de memória. No entanto, a administração crônica com HP 
induziu prejuízo na aquisição de memória em ratos machos (Figura 13A) e 
fêmeas (Figura 13B), uma vez que as latências nas sessões de teste foram 
diminuídas tanto para MCD como para MLD, em comparação com o grupo 
controle. É importante notar que a administração de HP em ratos fêmeas 
também induziu prejuízo na MI, uma vez que as latências entre as sessões 
de treino e de teste não foram estatisticamente diferentes. 
Os dados do teste estatístico de Wilcoxon para a sessão de treinamento 
versus sessões de teste para o grupo de controle [Treino versus MI de 
macho: Z = 2,524, p = 0,012; treino versus MI de fêmea: Z = 2,106, p = 
0,035; Treino versus MCD de macho: Z = 2,521, p = 0,012; Treino versus 
MCD de fêmea: Z = 2,521, p = 0,012; Treino versus MLD de macho: Z = 
2,524, p = 0,012; Treino versus MLD de fêmea: Z = 2,38, p = 0,017], e para 
o grupo HP [treino versus MI de macho: Z = 2,934, p = 0,003; Treino 
versus MI de fêmea: Z = 1,557, p = 0,119; Treino versus MCD de macho: Z 
= 2,936, p = 0,003; Treinamento versus MCD de fêmea: Z = 2,314, p = 
0,021; Treino versus MLD de macho: Z = 2,803, p = 0,05; Treino versus 
MLD de fêmea: Z = 2,845, p = 0,004]. 
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Figura 13 -  O teste de esquiva inibitória foi utilizado para avaliação da memória 
aversiva. O tempo de latência foi registrado nas sessões de treinamento e teste para 
ratos machos (A) e fêmeas (B) que receberam lítio, tamoxifeno ou hypericum 
perforatum. Os resultados são apresentados como medianas ± intervalos interquartis 
(25 e 75). A sessão de teste foi realizada 24 horas após a sessão de treinamento. *p 
<0,001 diferente do teste de treinamento. #p <0,01 diferente do grupo controle, de 
acordo com o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney. n = 10. 
MI = Memória Imediata/ MCD = Memória de curta duração/ MLD = Memória de 
longa duração. Fonte: do autor. 
 
4.2 ANÁLISES BIOQUÍMICAS E IMUNOQUÍMICASA 
 Administração crônica com HP diminuiu os níveis de BDNF no 
hipocampo de ratos machos (F (8) = 2,29, p < 0,001) (Figura 14A) e fêmeas 
(F (8) = 3,59, p < 0,01) (Figura 14B), mas não no córtex frontal [Macho: F 
(8) = 2,08, p = 0,79; Fêmea: F (8) = 3,59, p = 0,36].  
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Figura 14 - Efeitos da administração crônica com lítio, tamoxifeno ou hypericum 
perforatum nos níveis de proteína BDNF no hipocampo e córtex frontal de ratos 
machos (A) e fêmeas (B). Os dados representam a média ± EPM *p <0,05 de 
acordo com a ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey. n = 10. 
Fonte: do autor. 
 
A administração crônica com HP diminuiu os níveis de NGF no 
hipocampo de fêmeas (F (8) = 1,41, p < 0,001) (Figura 15A). Não foram 
observadas alterações nos níveis de NGF no hipocampo de machos (F (8) = 
1,16, p = 0,76) ou córtex frontal de machos (F (8) = 1,47, p = 0,68) e 
fêmeas (F (8) = 3,95, p = 0,14) após receberem HP (Figura 15B).  
 
Figura 15 – Efeitos da administração crônica com lítio, tamoxifeno ou hypericum 
perforatum níveis de NGF no hipocampo e córtex frontal em ratos machos (A) e 
fêmeas (B). Os dados representam a média ± EPM. *p <0,05 de acordo com a 
ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey. n = 10. Fonte: do autor. 
 
A administração crônica com HP em ratos machos (Figura 16A) ou 
fêmeas (Figura 16B) não alterou os níveis de GDNF no hipocampo 
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[Macho: F (8) = 1,50, p = 0,54; Fêmea: F (8) = 3,06, p = 0,83] ou córtex 
frontal [Macho: F (8) = 1,50, p = 0,69; Fêmea: F (8) = 4,29, p = 0,16]. 
 
 
 
 
Figura 16 – Efeitos da administração crônica com lítio, tamoxifeno ou hypericum 
perforatum nos níveis de GDNF no hipocampo e córtex frontal de ratos machos (A) 
e fêmeas (B). Os dados representam a média ± EPM. n = 10. Fonte: do autor. 
 
Para a avaliação do dano oxidativo foram avaliados os níveis de TBARS 
(Figura 17) e o conteúdo de grupamentos carbonil (Figura 18). Os níveis de 
TBARS não apresentaram alteração em qualquer estrutura cerebral de ratos 
machos em todas as estruturas cerebrais avaliadas (Figura 17A). Os dados 
estatísticos da ANOVA de uma via são: [córtex frontal: F (3,19) = 1,97, p = 
1,015; Hipocampo: F (3,16) = 0,33, p = 0,80; Estriado: F (3,19) = 0,14, p = 
0,93; Núcleo accumbens: F (3,21) = 0,14, p = 0,93]. Contudo, como pode 
ser observado na Figura 17B, a administração com Li, reduziu o nível de 
TBARS no córtex frontal e estriado em fêmeas. A administração com HP 
reduziu os níveis de TBARS no hipocampo, núcleo accumbens e estriado. 
TMX reduzido no núcleo accumbens e estriado, quando comparado ao 
grupo controle. A ANOVA de uma via demonstrou diferença no córtex 
frontal [F (3,14) = 3,95, p <0,05], estriado [F (3,14) = 23,81, p <0,01], 
hipocampo [F (3,14) = 4,11, p <0,05] e, núcleo accumbens [F (3,14) = 6,79, 
p <0,01]. 
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Figura 17 - Efeitos da administração crônica com lítio, tamoxifeno ou 
administração de hypericum perforatum em níveis de TBARS de machos (n = 3-7) 
(A) e fêmeas (n = 3-5) (B). Os dados representam a média ± EPM. *p <0,05 de 
acordo com a ANOVA de um via seguido pelo teste post hoc de Tukey. Fonte: do 
autor. 
 
Em ratos machos não foi encontrada diferença estatística para a avaliação 
dos níveis de conteúdo de grupamentos carbonil (Figura 18A). Os dados da 
ANOVA de uma via: [córtex frontal: F (3,19) = 1,18, p = 0,34; Hipocampo: 
F (3,16) = 3,14, p = 0,05; Estriado: F (3,19) = 0,23, p = 0,87; Núcleo 
accumbens: F (3,21) = 0,17, p = 0,92]. No entanto, conforme ilustrado na 
Figura 18B, a administração com Li reduziu esses níveis no córtex frontal e 
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estriado. Além disso Li aumentou no núcleo accumbens. A administração 
crônica com HP reduziu os níveis de grupos carbonil no córtex frontal e 
estriado; além disso, a administração com TMX reduziu no córtex frontal. 
A ANOVA de uma via mostrou diferença significativa no córtex frontal [F 
(3,14) = 9,06, p <0,01], estriado [F (3,12) = 9,19, p <0,01] e no núcleo 
accumbens [F (3,14) = 6,39, p <= 0,01], mas não no hipocampo [F (3,14) = 
1,32, p = 0,30].  
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Figura 18 - Efeitos da administração crônica com lítio, tamoxifeno ou hypericum 
perforatum em relação ao conteúdo de grupamentos carbonil de machos (n = 3-7) 
(A) e fêmeas (n = 3-5) (B). Os dados representam a média ± EPM. *p <0,05 de 
acordo com a ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey.  Fonte: do 
autor. 
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5 DISCUSSÃO 
O TMX e o HP são inibidores da PKC e tem efeito no TB, depressão e 
outras doenças mentais. Portanto, avaliou-se a segurança da administração 
crônica desses fármacos e comparou-se com Li, que é a droga clássica para 
TB, já que estes fármacos estão sendo investigados como papel terapêutico 
potencial no TB. Avaliou-se o comportamento cognitivo e não cognitivo, 
dano oxidativo e os níveis de fatores neurotróficos em ratos Wistar machos 
e fêmeas. Entretanto, de modo semelhante ao humano, os modelos de 
roedores têm diferenças relacionadas ao sexo no seu comportamento e 
respostas farmacológicas (Becker e  Koob, 2016) por isso o interesse deste 
trabalho na avaliação da resposta farmacológica entre os sexos.  
Os resultados mostraram que a administração crônica (28 dias) de Li 
(47,5 mg/kg), TMX (1 mg/kg) e HP (5 mg/kg) não alterou os 
comportamentos não-cognitivos: atividades locomotora e exploratória, 
comportamentos ansiosos e depressivos - em ratos machos e fêmeas. 
Alguns estudos do laboratório de neurociências da UNESC mostraram que 
o tratamento sub-crônico (7 ou 14 dias por via intraperitoneal) com Li (47,5 
mg/kg/duas vezes ao dia) ou TMX (1 mg/kg/duas vezes ao dia), na mesma 
dose utilizada no presente estudo, não alterou a atividades locomotora e 
exploratórias (Moretti et al., 2011; Cechinel-Recco et al., 2012; Steckert et 
al., 2012). Em outro experimento pré-clínico, os autores também mostraram 
que 7 dias de tratamento com HP (300 mg/kg na água potável) não houve 
alteração da atividade locomotora (Reis et al., 2013). Juntos, estes estudos 
sugerem que estes fármacos não têm efeitos sobre a atividade locomotora e 
exploratória.  
Diferentemente do presente estudo, Abrial et al. (2013) mostraram que o 
tratamento sub-crônico com TMX (10 mg/kg/dia, i.p., durante 14 dias) 
induziu comportamento depressivo no teste do nado forçado e redução da 
proliferação celular no giro denteado do hipocampo. De fato, o TMX, que é 
utilizado no tratamento do câncer da mama, provoca frequentemente uma 
série de efeitos adversos, incluindo o desenvolvimento de episódios 
depressivos maiores (Lee et al., 2007; De Berardis et al., 2014). É 
importante enfatizar que, no estudo de Abrial et al. (2013) e na clínica, a 
dose de TMX utilizada é 10 vezes maior que a dose utilizada no presente 
estudo, sugerindo que somente doses mais altas deste fármaco podem 
induzir o comportamento tipo depressivo.  
Em relação ao HP, há um número importante de estudos mostrando os 
efeitos antidepressivos e ansiolíticos dessa planta. Um estudo pré-clínico 
mostrou que o HP tem efeito antidepressivo em camundongos e níveis 
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significativamente aumentados de neurotransmissores cerebrais, 
especialmente a 5HT (Kulkarni et al., 2012). Um estudo anterior também 
mostrou atividade antidepressiva de HP no teste do nado forçado e teste de 
suspensão pela cauda, sugerindo que a dopamina é importante para a 
atividade deste extrato (Butterweck et al., 1997). Além disso, Gambarana et 
al. (1999) mostraram que HP agudo protegeu os animais dos efeitos do 
estresse. No mesmo estudo, o HP reverteu o déficit de fuga mantido por 
estressores repetidos e preservou a capacidade de aprendizagem do animal 
para ganhar um reforçador positivo. A partir desses resultados, os autores 
concluíram no artigo que o HP possui atividade antidepressiva. 
Mais uma vez, diferentemente do presente estudo, Flausino et al. (2002) 
mostraram que o HP (125 mg/kg) prejudicou a esquiva inibitória nos braços 
abertos no teste do labirinto em T elevado, um efeito ansiolítico, sem alterar 
o desempenho de fuga. No mesmo estudo, os autores mostraram que, 
similarmente a imipramina, o extrato desta planta aumentou o número de 
transições entre os dois compartimentos no modelo de transição 
claro/escuro. Outro estudo pré-clínico mostrou que a administração repetida 
de HP (300 mg/kg) induziu efeitos ansiolíticos, por diminuição da esquiva 
inibitória, e um efeito antipânico, pelo aumento da fuga unidirecional 
(Beijamini e  Andreatini, 2003). Juntos, esses estudos sugerem que, 
dependendo da metodologia de tratamento, o HP pode exercer efeito 
ansiolítico.  
O efeito antidepressivo e ansiolítico do HP pode ser explicado pela sua 
ação farmacológica, uma vez que inibe a recaptação de serotonina, 
norepinefrina e dopamina (Muller et al., 1997). Portanto, apesar de HP 
inibir PKC; tem também um papel importante nos sistemas 
monoaminérgicos, proporcionando os efeitos antidepressivos desta planta. 
No presente estudo, o HP não mostrou alterações comportamentais no nado 
forçado e no labirinto em cruz elevado, testes comportamentais utilizados 
para avaliação de comportamentos antidepressivos e ansiolíticos, 
respectivamente. Esta discrepância pode ser explicada por diferenças na 
metodologia, desenho experimental, dose, tempo de tratamento e espécie 
animal. É importante ressaltar que este é o primeiro estudo avaliando o 
tratamento crônico (28 dias) com esta planta e o efeito agudo pode 
demonstrar efeito completamente diferente do crônico.  
No presente estudo, Li não apresentou alterações comportamentais no 
teste do nado forçado e no labirinto em cruz elevado. Alguns estudos 
corroboram com os resultados do presente trabalho. Hata et al. (1995) 
demonstraram que uma dose única (100 ou 200 mg/kg) ou administração 
94 
 
repetida (seis dias, 50 ou 60 mg/kg) de Li não alterou a imobilidade no teste 
do nado forçado. Além disso, outros estudos mostraram que a 
administração subcrônica de Li (cinco dias, 60 mmol/kg na ração alimentar) 
não alterou este parâmetro (Wegener et al., 2003). Kitamura et al. (2002) 
também mostraram que uma única administração de Li em três 
concentrações diferentes (10, 30 ou 100 mg kg) não alterou o tempo de 
imobilidade no teste do nado forçado. Da mesma forma, Liu et al. (2013) 
mostraram que uma única injeção de Li per se não foi capaz de alterar o 
tempo de imobilidade no teste do nado forçado. No entanto, em um estudo 
recente, o Li na dose de 36,94 mg/kg, durante 14 dias, reduziu o 
comportamento de imobilidade no teste do nado forçado (Nadeem et al., 
2015). Alguns estudos demonstraram que a administração crônica (21 dias 
ou mais) de Li não altera a ansiedade, parâmetros avaliados no teste do 
labirinto em cruz elevado em ratos. Pezzato et al. (2015) descobriram que o 
Li não alterou o número total de entradas e a percentagem de entradas em 
braços abertos. Zhou et al. (2015) mostraram que o Li não alterou as 
entradas e o tempo gasto em braços abertos. Juntos, esses estudos sugerem 
que o Li não alterou os comportamentos de depressão e ansiedade, quando 
avaliados no teste do nado forçado e labirinto em cruz elevado, 
respectivamente. 
No presente estudo, o Li não alterou parâmetros comportamentais nos 
testes de esquiva inibitória e reconhecimento de objetos. Corroborando os 
experimentos do presente estudo, algumas evidências demonstram que o 
tratamento com o Li, além de não alterar parâmetros comportamentais 
relacionados a memória, reverteu alguns déficits cognitivos (Contestabile et 
al., 2013). Como demonstrado no estudo de Contestabile et al. (2013), no 
qual camundongos knock-out modelo Ts65Dn (trissomia parcial do 
cromossomo 16), um modelo de Síndrome de Down, tratados com Li 
demonstraram um aumento da habilidade de discriminação de objetos 
novos em relação a objetos conhecidos, quando comparados com 
camundongos do mesmo modelo, tratados com água (controle), além de 
promover um aumento de células neuronais.  
No presente estudo, ratos machos ou fêmeas tratados com TMX ou HP 
apresentam comprometimento na retenção (MCD e MLD), como 
demonstrado pela preferência diminuída pelo objeto novo, quando 
comparado com os controles. Além disso, o tratamento com HP induziu 
comprometimento na aquisição de memória aversiva em ratos machos e 
fêmeas, uma vez que, no teste de esquiva inibitória, houve uma diminuição 
na latência (tempo) dos testes, tanto para MCD como para MLD. Além 
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disso, a administração de HP em fêmeas, também induziu um dano na IM, 
uma vez que não houve diferenças significativas entre as latências das 
sessões de treino e de teste (as fêmeas não aprenderam). 
De acordo com os resultados do presente trabalho, um estudo anterior 
demonstrou  que a administração repetida de TMX em camundongos 
machos produz deficits na aquisição ou retenção de respostas aprendidas, 
quando submetidos a um procedimento de aprendizagem chamado 
autoshaping – resposta dos animais a um “puxão” no nariz, um teste 
experimental usado para estudar condicionamento clássico (Walker et al., 
2011). Um estudo clínico mostrou que o tratamento a longo prazo com 
TMX, em mulheres em pós menopausa e com câncer de mama, prejudica 
domínios cognitivos que dependem de habilidades verbais (memória verbal 
e fluência) (Boele et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que os 
pacientes com câncer de mama que utilizaram TMX têm consideráveis 
deficiências relacionadas ao processo de tomada de decisão. Ainda neste 
estudo, os autores sugerem que o TMX pode levar a alterações cognitivas, 
pelo seu papel antagonista nas áreas do cérebro onde há presença de 
receptores estrogênio, incluindo o córtex frontal, o hipocampo e a amígdala 
(Chen et al., 2014). De fato, existe um conjunto de evidências demostrando 
que pacientes em tratamento com TMX têm comprometimento, um déficit 
na memória verbal (Shilling et al., 2003; Schilder et al., 2009) e na função 
executiva (Schilder et al., 2010), habilidade visuoespacial e velocidade de 
processamento (Schilder et al., 2010), capacidade e velocidade de 
processamento (Shilling et al., 2003; Palmer et al., 2008), quando 
comparado aos controles saudáveis. 
Está bem descrito na literatura que o TMX é um antagonista competitivo 
no receptor do estrogênio (ER) (Coezy et al., 1982; Willson et al., 1994). 
As evidências indicam que o estrogênio tem a capacidade de regular várias 
funções neuronais, incluindo a aprendizagem e a memória (McEwen e  
Alves, 1999; McEwen et al., 2012). Esta capacidade é atribuída às funções 
do receptor de estrogênio α associado à membrana (ERα) e receptor do 
estrogênio β (ERβ), bem como o novo receptor sensível ao estrogênio 
acoplado a proteína G (GPER1) (Walf et al., 2006; Liu et al., 2008; Walf et 
al., 2008). Hammond et al. (2009) demonstraram que GPER1 através da 
ativação do agonista de estrogênio tem um efeito benéfico sobre a função 
cognitiva e que os antagonistas dos ER têm efeitos deletérios nas funções 
cognitivas. De fato, foram demonstradas deficiências nas memórias de 
trabalho e espacial em ratas ovariectomizadas (Daniel et al., 1997; Gibbs e  
Johnson, 2008). O tratamento agudo com estrogênio reverteu os déficits 
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cognitivos induzidos pela ovariectomização (Daniel et al., 1997; Gibbs e  
Johnson, 2008). Por conseguinte, pode sugerir-se que o TMX pode 
prejudicar a memória de reconhecimento através da inibição do ER. Além 
disso, o presente estudo também demonstrou que os déficits de memória 
induzidos por TMX foram maiores em fêmeas. Isso pode ser explicado pelo 
fato de que machos e fêmeas têm diferentes tipos de funções cognitivas e as 
diferenças sexuais na cognição estão associadas com os níveis de estrogênio 
e testosterona nas regiões do cérebro importantes para a cognição e 
memória, como o córtex, hipocampo e amígdala (Cahill, 2006; Cosgrove et 
al., 2007; Wilson e  Davies, 2007).  
É interessante notar que no presente estudo, o dano cognitivo foi 
observado no teste de reconhecimento de objetos após o tratamento com 
TMX, mas não no teste de esquiva inibitória. Aprendizagem e memória não 
são um processo único, e sua formação envolve vários processos complexos 
dentro do sistema nervoso (Smid e  Vet, 2016). O processo de 
"memória/aprendizagem do medo" avaliado no teste de esquiva inibitória é 
a memória mais forte e mais duradoura, devido a carga emocional elevada 
entre a aquisição de memória e a posterior consolidação e reconsolidação 
pós-treino (Izquierdo et al., 2016). Portanto, o comprometimento deste tipo 
de memória é mais difícil de induzir do que na memória de 
reconhecimento. 
No presente estudo, demonstrou-se que a administração de HP produziu 
um déficit cognitivo, em ratos machos e fêmeas nos testes de 
reconhecimento de objetos e esquiva inibitória. Além disso, o dano 
cognitivo foi mais significativo nas fêmeas do que em machos. Um estudo 
pré-clínico avaliando parâmetros cognitivos, através do teste do labirinto 
aquático, na prole de camundongos tratados com HP evidenciou que apenas 
as descendentes fêmeas apresentaram danos cognitivos (Rayburn et al., 
2001). Entretanto, existem vários estudos na literatura relacionando a 
melhora do desempenho cognitivo após a administração de HP em ratos. 
Trofimiuk et al. (2011) demonstraram que em três semanas de tratamento 
com HP melhora o desempenho cognitivo em ratos machos,  submetidos 
aos testes de reconhecimento de objetos, labirintos aquático e labirinto de 
Barnes. Widy-Tyszkiewicz et al. (2002) também mostram que nove 
semanas de administração de HP diminui o tempo de latência e escape no 
labirinto aquático e aumentou os cruzamentos de área da plataforma, 
indicando um progresso no desempenho cognitivo. Além disso, Hasanein e 
Shahidi (2011) demonstraram que 30 dias de tratamento com HP produziu 
uma melhora nos parâmetros de aprendizagem, avaliados no teste de 
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esquiva passiva.  
É importante ressaltar que a melhora nos parâmetros de aprendizagem, 
pelo HP, demonstrada nos estudos acima, foi observada em animais que 
foram submetidos a estressores, ao contrário do presente estudo, em que 
foram utilizados animais saudáveis para avaliar o efeito per se do 
composto. No presente estudo, TMX e HP diminuíram os níveis de BDNF 
no hipocampo de ratos machos e fêmeas. Conforme descrito anteriormente, 
o TMX e o HP são inibidores da PKC e esta desempenha um papel crucial 
na regulação da plasticidade sináptica e de várias formas de aquisição de 
memória e aprendizagem (Chu et al., 2014; Liu et al., 2014). O BDNF tem 
uma função essencial na sobrevivência, diferenciação e crescimento dos 
neurônios periféricos e centrais durante o desenvolvimento e na idade 
adulta. Também tem sido demonstrado que os fatores neurotróficos 
desempenham um papel importante na plasticidade sináptica, 
principalmente, no hipocampo (McAllister et al., 1999; Sohrabji e  Lewis, 
2006). Portanto, pode-se sugerir que o déficit na memória induzido por 
TMX e HP pode estar associado com a diminuição dos níveis de BDNF no 
hipocampo dos ratos. É importante enfatizar que, no presente estudo, o 
dano cognitivo induzido pelo TMX e pelo HP foi significativamente maior 
em fêmeas do que em machos. Essa diferença pode ser explicada, pelo 
menos em parte, pelo fato de que, tanto o tratamento TMX quanto o HP 
diminuíram os níveis de NGF apenas no hipocampo somente das fêmeas. 
Tomando em conjunto, estes dados sugerem que a PKC tem um papel mais 
importante para a formação de memória em fêmeas do que machos.  
Também, foi demonstrado que o Li não apresentou alteração cognitiva 
nos testes de reconhecimento de objetos e esquiva inibitória em ratos 
machos e fêmeas. De acordo com os resultados deste estudo, um estudo 
prévio também mostrou que ratos tratados com Li durante 21 dias não 
apresentaram alterações na memória de reconhecimento (Perveen et al., 
2013). Além disso, um estudo pré-clínico recente demonstrou que o lítio 
per se não alterou a memória de trabalho de ratos, submetidos a avaliação 
no teste do labirinto em Y (de Souza Gomes et al., 2015). Ota et al. (2013) 
também descobriram que uma única injeção de Li não mostrou alteração de 
parâmetros de memória aversiva na esquiva inibitória de treinos contínuos. 
No entanto, uma revisão recente descreveu que, em humanos, os efeitos de 
Li na memória são contraditórios (Vreeker et al., 2015). Um estudo clínico 
demonstrou que em 12 meses de uso profilático com Li houve aumento dos 
escores de memória imediata e tardia em pacientes com transtornos afetivos 
(Smigan e  Perris, 1983). Um estudo piloto, avaliou os efeitos do tratamento 
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de longa duração com Li sobre as funções cognitivas de pacientes com TB 
e foi observado que não houve diferença significativa nos testes de 
memória após o tratamento com Li (Engelsmann et al., 1988). Juntos, estes 
estudos sugerem que o tratamento com Li não teve efeitos deletérios sobre a 
cognição.  
Sabe-se que o Li induz alterações na atividade e na expressão da PKC, 
que conduzem a inibição desta enzima (Friedman et al., 1993; Manji e  
Lenox, 1994; Morishita e  Watanabe, 1994). Contudo, no presente estudo, o 
tratamento com Li aumentou os níveis de BDNF no hipocampo de ratos 
machos e fêmeas. De fato, há uma série de estudos mostrando que o Li 
aumenta os níveis das NT (Manji et al., 2000; Frey et al., 2006a; Walz et 
al., 2008; Jornada et al., 2010; Cechinel-Recco et al., 2012; Varela et al., 
2015). Apesar do Li inibir a PKC, está bem descrito que o fármaco ativa 
seletivamente o promotor IV de BDNF em neurônios primários e aumenta 
os níveis de BDNF no hipocampo de ratos (Frey et al., 2006a; Yasuda et al., 
2009). O aumento da síntese de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo parece 
ser neuroprotetor/antiapoptótico, portanto, pode-se sugerir que Li exerce 
sua ação neurotrófica/neuroprotetora através da modulação dessas 
moléculas no cérebro (Hellweg et al., 2002; Angelucci et al., 2003; Frey et 
al., 2006a; Frey et al., 2006b). Neste estudo, o tratamento crônico com Li 
não induziu comprometimento cognitivo em ratos machos e fêmeas. Esse 
achado, pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de que, embora 
o Li iniba a PKC, este fármaco tem ação direta na expressão de fatores 
neurotróficos, protegendo o cérebro contra danos cognitivos.   
Os resultados deste estudo também mostraram o efeito do tratamento 
crônico com TMX, HP e Li no dano oxidativo em machos e fêmeas. 
Demonstrou-se que o TMX diminui o dano oxidativo a lípidos e a proteína 
no cérebro de ratas fêmeas. Os níveis de TBARS foram diminuídos no 
núcleo accumbens e estriado de fêmeas tratadas com TMX. Além disso, foi 
observado uma diminuição na geração de grupos carbonil após a 
administração de TMX no córtex frontal. Estudos do laboratório de 
neurociências demonstraram que o TMX reverteu e preveniu a 
hiperatividade induzida pela d-AMPH e o comportamento de risco, em um 
modelo animal de mania em machos, onde investigou-se o potencial 
antimaniaco do TMX (Moretti et al., 2011; Steckert et al., 2012), 
corroborando conclusões anteriores (Einat, 2007; Zarate et al., 2007).  
Em uma revisão sistemática de literatura, Talaei et al. (2016), todos os 
ensaios clínicos randomizados, avaliaram a eficácia do TMX nos episódios 
de humor maníaco. Cinco ensaios clínicos randomizados 3 ensaios 
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adjuntos: (Kulkarni et al., 2006; Amrollahi et al., 2011; Kulkarni et al., 
2014) e 2 ensaios de monoterapia: (Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 2008) 
foram incluídas e demonstraram que o tratamento com TMX reduziu 
significativamente os sintomas maníacos em pacientes com TB. Há 
evidências de que o TMX é o único fármaco que atua inibindo centralmente 
a PKC disponível para humanos (Zarate e  Manji, 2009). Portanto, este 
fármaco pode ser um agente antimaníaco alternativo. No entanto, é 
importante considerar que o TMX é também um modulador do receptor de 
estrogênico (efeitos estrogênicos e antiestrogênicos), o que pode contribuir 
para seu efeito comportamental (Sabioni et al., 2008). O gênero pode 
influenciar os marcadores de estresse oxidativo (Vassalle et al., 2011; 
Wiener et al., 2014), uma vez que o gênero pode estar associado à 
testosterona e aos estrogênios, o que pode afetar o dano oxidativo (Bokov et 
al., 2009; Numakawa et al., 2011; Jia et al., 2012; Holmes et al., 2013). 
Infelizmente, estudos preliminares sobre o TMX em seres humanos não 
foram metodologicamente projetados para distinguir a relação entre a 
inibição da PKC e seu efeito estrogênico (DiazGranados e  Zarate, 2008).  
Outro resultado importante encontrado neste estudo foi que, o tratamento 
com HP diminuiu significativamente os níveis de TBARS no hipocampo, 
no núcleo accumbens e no estriado e diminuiu os níveis de grupos carbonil 
no córtex frontal e estriado em fêmeas, o que pode ser explicado pelas 
propriedades antioxidantes da HP (Klemow et al., 2011). A atividade 
antioxidante da HP também foi demonstrada em vários estudos in vitro e in 
vivo. A HP proporciona proteção contra uma gama de danos celulares 
induzidos por EROs em diferentes linhas celulares (Benedi et al., 2004; Lu 
et al., 2004; Zou et al., 2010). O extrato também mostrou um efeito protetor 
nas células neuronais contra o estresse oxidativo (Jang et al., 2002; Silva et 
al., 2004). Diferentes extratos padronizados de HP demonstraram a 
eliminação de radicais livres (Benedi et al., 2004; Zheleva-Dimitrova et al., 
2010) e ação antioxidante em camundongos (Singh et al., 2002; Kumar e  
Singh, 2007) e ratos (El-Sherbiny et al., 2003; Zou et al., 2004; Gomez del 
Rio et al., 2013). É possível que os efeitos antioxidantes e neuroprotetores 
do extrato padronizado também sejam causados pelo conteúdo de 
flavonóides, o HP contém até 10% de flavonóides (Rainha et al., 2011; 
Wolfle et al., 2014). No entanto, a hipericina contém seis grupos hidroxila 
(Cakir et al., 2003), que é considerada uma erva com alto nível de 
polifenóis (Cakir et al., 2003; Silva et al., 2005; Orcic et al., 2011). Assim, 
esta estrutura da molécula de hipericina é relevante para explicar a sua 
atividade antioxidante e os efeitos observados do HP (Benedi et al., 2004). 
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Vários estudos (Johnson e  Pardini, 1998; Hunt et al., 2001; El-Sherbiny et 
al., 2003; Benedi et al., 2004; Mohanasundari et al., 2006; Kumar et al., 
2010; Klemow et al., 2011) mostram que os tratamentos agudos com HP 
atenuaram significativamente a peroxidação lipídica, a concentração de 
nitrito e a glutationa reduzida foi parcialmente restaurada (GSH), bem 
como a atividade de CAT, sugerindo seu efeito antioxidante. Assim, em 
linha com os resultados do presente estudo, sugere-se que HP per se 
poderia modular os mecanismos antioxidantes, protegendo o cérebro contra 
danos oxidativos e um alvo promissor para o desenvolvimento de novas 
terapêuticas para o transtorno do humor e doenças mentais.  
Considerando que esta diferença entre as estruturas cerebrais pode ser 
explicada pelo fato de que as regiões do SNC podem responder 
diferencialmente (Sullivan et al., 2005) e os parâmetros de estresse 
oxidativo foram analisados a partir de diferentes regiões cerebrais, que em 
parte representam diferentes tipos de células. Além disso, dentro de uma 
população homogênea de células, há heterogeneidade em termos de 
características fisiológicas e metabólicas (Sims, 1991; Sonnewald et al., 
1998). Um achado interessante do presente estudo foi que o tratamento 
crônico com HP em ratos machos não apresentou alteração nos níveis de 
peroxidação lipídica (TBARS) e de grupos carbonil em proteínas.  
Neste estudo, observou-se que o efeito de Li nos parâmetros de dano 
oxidativo mostrou uma diminuição significativa nos níveis de peroxidação 
lipídica (TBARS) em ratas, corroborando os estudos clínicos mostrando 
que os pacientes com TB tratados com Li mostraram uma redução 
significativa nos níveis de TBARS após mania (Machado-Vieira et al., 
2007) e eutímico (Banerjee et al., 2012). No entanto, a pesquisa sobre o 
efeito do Li sobre o equilíbrio oxidante revelou resultados bastante 
divergentes. Alguns autores afirmam que Li pode exercer ação antioxidante 
(Banerjee et al., 2012; Albayrak et al., 2013; de Sousa et al., 2014) 
enquanto outros cientistas relataram resultados contraditórios (Oktem et al., 
2005; Eskandari et al., 2012). Além disso, Nciri et al. (2008) mostraram que 
a ação pró-oxidante de Li pode diferir, dependendo da região estudada do 
cérebro. Observou-se que os efeitos do Li sob o dano oxidativo em ratos 
fêmeas tem sido protetor no córtex frontal e no estriado, áreas cerebrais que 
têm sido implicadas na fisiopatologia dos transtornos do humor. De fato, foi 
demonstrado que o tratamento crônico com Li aumenta acentuadamente os 
níveis da proteína neuroprotetora e anti-apoptótica bcl-2 no córtex frontal, 
hipocampo e estriado nos ratos (Chen e  Chuang, 1999; Manji et al., 2000; 
de Vasconcellos et al., 2006), o que poderia explicar os resultados do 
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presente estudo. Por outro lado, observou-se que o Li induziu um aumento 
significativo nos níveis de grupamentos carbonil em proteínas no córtex 
frontal e no núcleo accumbens em ratos fêmeas. Em estudos clínicos, 
Andreazza et al. (2009) não encontraram diferenças significativas nos 
níveis de grupamentos carbonil entre o sangue de pacientes bipolares e 
controles saudáveis. Por outro lado, Magalhaes et al. (2012), demonstraram 
que os pacientes com TB apresentaram maior teor de proteína com 
grupamentos carbonil no soro do que os indivíduos saudáveis. Em outro 
estudo, esse mesmo grupo de pesquisa mostrou que os níveis de proteína 
com grupamentos carbonil foram aumentados nos sinaptossomas retirados 
do córtex frontal dos pacientes com TB (Andreazza et al., 2009), sugerindo 
que essa alteração pode muito bem depender do tecido avaliado. Níveis de 
teor de proteínas com grupamento carbonil mais elevados têm sido 
associados à apoptose e necrose celular, bem como, a desfechos clínicos 
adversos (por exemplo, câncer colorretal) (Poulose e  Raju, 2014). Em um 
estudo pré-clínico Frey et al. (2006b) demonstraram aumento da formação 
de proteínas com grupamentos carbonil, induzida pela d-AMPH como 
parâmetros de dano oxidativo, no córtex frontal e no hipocampo. O pré-
tratamento com Li preveniu parcialmente a peroxidação lipídica induzida 
por AMPH no hipocampo de rato, mas aumentou a peroxidação lipídica 
induzida por anfetamina no córtex frontal. Como no tratamento de reversão, 
não foram observadas alterações na formação de proteínas com 
grupamentos carbonil. Isto é contrário aos estudos do laboratório de 
neurociências (Valvassori et al., 2008; Jornada et al., 2011) que nos 
modelos animais de mania demonstraram um aumento dos níveis de grupos 
carbonila no córtex frontal e hipocampo de ratos. No entanto, no protocolo 
de reversão, Li reverteu o aumento induzido por oubaina (OUA) nos níveis 
grupamentos carbonil no hipocampo. Diferenças no desenho experimental 
podem explicar esta discrepância. Em contraste, o tratamento crônico com 
TMX, HP e Li em ratos machos não mudou nos níveis de TBARS e grupos 
carbonil, o que pode ser observado que estes fármacos per se não têm efeito 
de danos oxidativos. Em um estudo pré-clínico, Vina e  Borras (2010) 
demonstraram que os ratos Wistar mostram uma maior produção de radicais 
livres pela mitocôndrias em humanos, quando comparados com fêmeas. 
Concomitantemente, as fêmeas têm níveis mais elevados de GSH e menos 
dano ao DNA mitocondrial. Nomeadamente, as fêmeas parecem ser mais 
resistentes ao estresse oxidativo do que os machos.  
Outro estudo Borras et al. (2003), investigaram o estresse oxidativo 
mitocondrial diferenciado entre machos e fêmeas, utilizando ratos Wistar. 
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Este estudo observou que as mitocôndrias hepáticas das fêmeas produzem 
aproximadamente 50% a quantidade de peróxido produzida pelos machos. 
Por outro lado, as ratas Wistar ovariectomizados produzem 
aproximadamente a mesma quantidade de peróxidos que os machos. É 
importante enfatizar, em todos os estudos pré-clínicos, citados neste artigo, 
foram utilizados ratos machos, não encontrou-se estudos na literatura 
mostrando o efeito da HP em ratos fêmeas. Portanto, este é o primeiro 
estudo mostrando a comparação do efeito HP entre machos e fêmeas.  
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6 CONCLUSÃO 
Concluiu-se que, o tratamento com inibidores da PKC – TMX e HP – 
induziu comprometimento nas memórias aversivas e de reconhecimento de 
objetos em ratos machos e fêmeas. O dano cognitivo induzido pelo TMX e 
pelo HP foi mais significativo em fêmeas  do que em machos. Esta 
diferença pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato de o 
tratamento com TMX e HP ter induzido  redução nos níveis de NGF apenas 
no hipocampo de fêmeas. Contudo, a administração crônica do TMX e HP 
diminuiu os níveis de BDNF no hipocampo tanto de ratos machos como de 
fêmeas. Portanto, pode-se sugerir que o tratamento de longo prazo com 
inibidores da PKC pode levar a um comprometimento cognitivo 
significativo, reduzindo os níveis de fatores neurotróficos no cérebro de 
ratos. Além disso, também sugere-se que a PKC apresenta um papel mais 
importante na formação da memória em fêmeas do que em machos. 
Mas, por outro lado, os resultados sugerem que o tratamento crônico com 
HP, em comparação com Li e TMX reduziu o dano oxidativo em regiões 
específicas do cérebro de ratas. É importante ressaltar, que o uso crônico de 
TMX e HP deve-se ter cautela quanto ao dano cognitivo, principalmente em 
fêmeas. 
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Resolução 
A Comissão de Ética no Uso de Animais, normatizada pela Resolução n. 02/2011/Câmara 
Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo. 
 
Protocolo: ADENDO 007/2013 
Professor Responsável: João Quevedo 
Equipe: Emilio Luiz Streck, Gabriela Kozuchovski Ferreira, Roger Varela, Daniela V. Bavaresco, 
Samira Valvassori, Juliane F. Carvalho, Letícia F. Calegari, Gustavo C. Dal Pont, Camila O. Arent, 
Wilson R. Resende, Josiane Budni, Cenita Pereira Borges. 
 
Titulo: “ Investigação pré-clinica do potencial terapêuticode inibidores de Proteína Quinase C em 
modelos de transtornos do humor.”  
 
Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodológicos. Toda e qualquer alteração 
do Projeto deverá ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilização no total de 594 Ratos Wistar 
60 dias/300g (342 machos; 252 fêmeas). Os membros da CEUA não participaram do processo de 
avaliação dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais dúvidas, contatar a CEUA 
pelo e-mail ceua@unesc.net.  
 
The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number 02/2011/Câmara 
Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the following Project: 
 
Protocol number: ADENDO 007/2013 
Principal Investigator: João Quevedo 
Researchers: Emilio Luiz Streck, Gabriela Kozuchovski Ferreira, Roger Varela, Daniela V. 
Bavaresco, Samira Valvassori, Juliane F. Carvalho, Letícia F. Calegari, Gustavo C. Dal Pont, Camila 
O. Arent, Wilson R. Resende, Josiane Budni, Cenita Pereira Borges. 
 
Project title: “ Preclinical investigation of the therapeutic potential ofinhibiting Protein Kinase C in 
models of mood disorders.”  
 
The project was Approved is its ethical and methodological aspects. Any alteration of the 
oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further analyzes. May 
you have further questions, please contact uso n www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: 
ceua@unesc.net. 
 
Criciúma, 02 de dezembro de 2014. 
 
 
Patricia Fernanda Schuck 
Coordenadora da CEUA 
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